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INTRODUZIONE 
 
Il Mieloma Multiplo (MM) o Malattia di Kahler-Bozzolo, è una malattia ematologica 
neoplastica, caratterizzata dalla produzione e dall’accumulo a livello midollare di uno o, 
talvolta, più cloni plasmacellulari maligni. Tali plasmacellule tipicamente sintetizzano 
un’abnorme quantità di immunoglobuline o parte di esse, altrettanto clonali, che 
prendono proprio il nome di componente monoclonale (CM). La malattia mielomatosa 
colpisce in genere nella tarda età adulta, ovvero soggetti con un’età media di circa 70 e, 
se non trattata, ha una prognosi infausta nel breve periodo1. Nell’ambito delle emopatie 
maligne, il Mieloma Multiplo è una delle patologie che più ha beneficiato delle 
innovazioni farmacologiche, a partire dagli anni ‘90 fino alle innovative strategie 
terapeutiche attualmente disponibili che, seppur non definitivamente curative, hanno 
pressoché raddoppiato la sopravvivenza dei pazienti a 5 anni dalla diagnosi1, 
migliorandone altresì la qualità di vita. Nella genesi del Mieloma Multiplo, spesso 
caratterizzato da una fase più indolente di Gammopatia Monoclonale di Incerto 
Significato (MGUS) o da una fase ancora asintomatica di Smoldering Myeloma (SMM) 
intervengono molteplici e complicati eventi biologici a carico delle cellule mielomatose, 
del microambiente midollare e di molte componenti del sistema immunitario 
dell’individuo che rendono ragione dell’altrettanto complessa e individuale 
eterogeneità di questa malattia. Ad oggi i maggior benefici nella sopravvivenza alla 
malattia, tuttora incurabile, si sono ottenuti con i più moderni regimi di poli-
chemioterapia e ove possibile con l’autotrapianto di cellule staminali. La comprensione 
dei meccanismi molecolari patogenetici alla base del Mieloma Multiplo, resta comunque 
necessaria al fine di sviluppare nuovi farmaci e nuovi protocolli terapeutici.  
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1. CENNI STORICI 
 
Il Mieloma Multiplo è una malattia presente da millenni nella storia dell’uomo, come 
dimostrato da alcuni studi di Paleopatologia condotti sugli scheletri di alcuni individui 
appartenenti a popolazioni vissute in Egitto a partire dal 3200 a.C.2.  
                      
L’ immagine sopra a sinistra rappresenta una lesione osteolitica di un corpo vertebrale suggestiva di Mieloma 
Multiplo, la lesione infatti non mostra reazione osteoblastica. L’ immagine a destra, invece, riproduce un cranio di 
maschio adulto con multiple lesioni osteolitiche caratterizzate da minima reazione ossea, di nuovo quindi suggestive 
di Mieloma Multiplo.2 
 
L’immagine seguente è tratta da un lavoro degli anni ’70 e raffigura una radiografia che 
mostra le cosiddette “punched-out lesions” cioè le lesioni osteolitiche caratteristiche del 
Mieloma Multiplo3. 
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Radiografia che mostra lesioni osteolitiche “punched-out” evidenti in tutte le ossa3. 
 
La malattia mielomatosa, però, era ancora un’entità misconosciuta a metà del XIX secolo 
quando il dottor Samuel Solly con tutta probabilità repertò nella paziente trentanovenne 
Sarah Newbury un plasmocitoma. La paziente riferiva un importante mal di schiena ed 
una marcata disestesia all’arto inferiore destro che 18 mesi dopo evolsero a vero e 
proprio dolore ad entrambi gli arti inferiori con evidente difficoltà alla deambulazione. 
Poco tempo dopo la paziente fu costretta a letto, oltre che per i diffusi ed ingravescenti 
dolori ossei, anche per le evidenti fratture e deformità alla colonna vertebrale, alle coste 
ed alle clavicole. Venne poi ricoverata al St. Thomas’ Hospital dove morì 5 giorni dopo 
per asfissia. L’autopsia rivelò fratture multiple a pressoché tutte le ossa lunghe ed una 
cavità toracica marcatamente ridotta che comprimeva quasi per intero uno dei due 
polmoni. Nelle ossa colpite fu ritrovato una “materia grumosa rossa”. Il dottor Solly 
pubblicò il caso clinico intitolandolo “Pathology of Mollities Ossium” in data 25 giugno 
18444. 
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Un paio d’anni dopo, ai medici William Macintyre, Henry Bence Jones e John Dalrymple 
fu sottoposto un complesso caso clinico di un paziente quarantaquattrenne londinese 
proprietario di un negozio di alimentari, il signor Thomas Alexander McBean. Fu il dottor 
Macintyre che per primo ebbe l’intuizione di esaminare le urine del paziente, vista 
l’anamnesi patologica riferita. Egli notò subito la presenza, al raffreddamento delle 
urine, di una proteina precipitata che però tornava ad essere solubile aumentando col 
calore la temperatura delle urine stesse e di nuovo precipitava col successivo 
raffreddamento del campione. Il dottor Bence Jones le descrisse come urine ad alta 
densità, che quando scaldate diventavano spiccatamente opache, all’aggiunta di acido 
nitrico erano effervescenti e di colorito rossastro e abbastanza limpido ma che non 
appena si raffreddavano tornavano ad assumere la consistenza aumentata e a formare 
un precipitato. Il giovane patologo aveva appena descritto quell’esame che oggigiorno 
permette di ricercare sulle urine dei pazienti la presenza della proteina monoclonale 
chiamata proprio di Proteina di Bence Jones e che viene routinariamente richiesta per 
approfondire la diagnostica ed il follow-up dei pazienti affetti da Mieloma Multiplo5.  
Solo nel 1873, un medico russo di nome J. Von Rustizky, dell’Istituto diretto dal professor 
F. D. Von Recklinghausen, introdusse il termine “Mieloma Multiplo”. La malattia venne 
in seguito nominata anche al nome di Malattia di Kahler-Bozzolo6. 
 
In figura A: Henry Bence Jones, in figura B: Otto Kahler.7 
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2. EPIDEMIOLOGIA 
 
Il Mieloma Multiplo rappresenta circa l’1% di tutte le neoplasie ed il 13% delle patologie 
neoplastiche ematologiche8. 
2.1 Incidenza e prevalenza in Italia e negli Stati Uniti 
In Italia, il Mieloma Multiplo rappresenta l’1,2% di tutti i tumori diagnosticati tra gli 
uomini e l’1,3% tra le donne. La prevalenza al 1° gennaio 2010 ammontava a 22.688 casi. 
Sono diagnosticati in media ogni anno 9,5 casi ogni 100.000 uomini e 8,1 ogni 100.000 
donne, per un totale di 2.315 nuovi casi l’anno fra i maschi e 2.098 fra le donne. I tassi 
di incidenza, che crescono con l’aumentare dell’età, appaiono abbastanza omogenei sul 
territorio nazionale e l’incidenza nel complesso è rimasta pressoché invariata mentre la 
mortalità è in leggero calo9,10. 
Prendendo come riferimento i dati recentemente pubblicati dal programma americano 
SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results) in una review statistica che tiene 
conto del periodo dal 1975 al 2013, il tasso di incidenza age-adjusted (2000 US Std 
Population) era pari a 6,79/100.000 nel 2013 con netta predominanza nel sesso maschile 
rispetto al sesso femminile. Nel 1975, invece, l’incidenza era minore, pari a 4,91/100.000 
ma di nuovo si rendeva evidente la differenza di incidenza nei due sessi. Appare quindi 
evidente un trend in aumento dal 1975 al 2013 ed inoltre una maggior predominanza 
per il sesso maschile1. L’incidenza, inoltre, varia al variare dell’etnia; nel 2013 era pari a 
6,23/100.000 nelle etnie bianche mentre era più che raddoppiata negli afroamericani, 
13,42/100.000, rispettando comunque in entrambe le categorie la maggior incidenza nel 
sesso maschile1. E’ interessante notare come l’incidenza si modifichi in modo evidente 
anche in base all’età dei pazienti, aumentando da 0,1/100.000 nella fascia d’età 20-29 
anni a 6,5/100.000 nella fascia 50-54 anni, quasi raddoppiando (10,9/100.000) nella 
fascia 55-59, e continuando ad incrementare fino a raggiungere il picco massimo pari a 
43,8/100.000 di incidenza nella fascia 80-84 anni1.  
Allo stesso modo, la SEER ha calcolato statisticamente anche i tassi di sopravvivenza 
relativa a 5 anni che dalla seconda metà degli anni ’70 al 2012 sono più che raddoppiati. 
In dettaglio, la sopravvivenza è incrementata dal 24,6%  negli anni 1975-1977 fino al 
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50,2% negli anni 2006-2012 e tale differenza è statisticamente significativa (p<0,5)1. I 
tassi di sopravvivenza sono stati poi valutati separatamente in base allo stadio di 
malattia ed è stato dimostrato che stadi di malattia “localizzata” hanno avuto una 
sopravvivenza maggiore rispetto a stadi di malattia “sistemica”, sebbene la metodica di 
stadiazione oggigiorno più utilizzata non sia il SEER Summary Staging 2000 come è stato 
utilizzato in questo caso. 
Per ciò che concerne il Plasmocitoma solitario dell’osso ed il Plasmocitoma extra-
midollare, i dati epidemiologici raccolti dal SEER nel periodo 1992-2004 sono stati 
analizzati da Dores et al. 2009, e poi comparati con i dati del SEER dello stesso periodo 
sul Mieloma Multiplo. Dall’analisi statistica, è stato dimostrato che l’incidenza del 
Mieloma Multiplo è circa 16 volte maggiore rispetto a quella del Plasmocitoma solitario 
e che l’incidenza del Plasmocitoma solitario dell’osso è maggiore del 40% rispetto a 
quella del Plasmocitoma extra-midollare. Inoltre, l’incidenza maggiore nel sesso 
maschile è presente anche nel caso del Plasmocitoma ed anzi, risulta ancora più spiccata 
rispetto alla differente incidenza nei due sessi del Mieloma Multiplo, soprattutto per la 
forma solitaria extra-midollare di malattia11. Allo stesso modo, anche la diversa 
incidenza etnica è conservata come nel Mieloma Multiplo. 
 
2.2 Fattori di rischio 
Ad oggi l’eziologia del Mieloma Multiplo resta ignota, sebbene siano stati identificati una 
lunga serie di fattori che, in varia misura, incrementano il rischio di sviluppare questa 
neoplasia. Il primo fattore di rischio è stato per anni considerato il riscontro di 
Gammopatia Monoclonale di Incerto Significato (MGUS) nei pazienti ma, ad oggi, è 
scorretto parlare di MGUS in qualità di “fattore di rischio” in quanto è stato 
recentemente dimostrato che si tratta di una vera e propria condizione precedente ed 
imprescindibile nello sviluppo della cancerogenesi plasmacellulare. Riprenderemo 
pertanto più in dettaglio questo aspetto fondamentale nel prossimo capitolo. Tra i 
fattori di rischio più noti e ricorrenti in letteratura, troviamo certamente l’età avanzata, 
soprattutto se maggiore di 70 anni, l’etnia nera ed il sesso maschile, in accordo coi dati 
epidemiologici prima illustrati12. Non trascurabile ed altrettanto immodificabile è 
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l’anamnesi familiare positiva per patologie onco-ematologiche, soprattutto nel caso in 
cui sia stato un parente di primo grado ad essere affetto da Mieloma Multiplo. Questa 
associazione ha posto dei grandi punti interrogativi riguardo una possibile ereditabilità 
della patologia, che resta, però, ancora assolutamente non dimostrata. Non è comunque 
da escludere che l’ereditarietà genetica possa giocare un ruolo importante nell’eziologia 
del Mieloma Multiplo13. 
Esistono poi dei fattori di rischio individuali modificabili, che sono stati notoriamente 
associati ad altre neoplasie con un’evidenza molto più forte, primi fra tutti il fumo di 
sigaretta e l’abuso di alcol ma in letteratura non vi è accordo a riguardo né una netta e 
comprovata associazione con l’aumento del rischio di incidenza di Mieloma Multiplo12. 
Oltre a questi, sono stati indagati in molteplici studi il ruolo della dieta e della vitamina 
D, ottenendo esiti contrastanti12,14,15. Inoltre, l’utilizzo di terapie ormonali contraccettive 
non è stato associato ad una maggior incidenza di discrasie plasmacellulari e così pure 
nessuna associazione è stata mai dimostrata relativamente al numero di gravidanze e di 
aborti o di patologie ormonali concomitanti12. 
Per quanto riguarda, infine, i fattori ambientali ed occupazionali, la letteratura da anni 
ha prodotto molte evidenze a riguardo. Alcuni lavori riportano una maggior incidenza di 
Mieloma Multiplo tra gli allevatori e i contadini16. L’esposizione a pesticidi e al DDT, oggi 
fuori commercio, pare che possa spiegare l’associazione positiva tra il Mieloma Multiplo 
e le mansioni agricole. L’associazione con i gas di scappamento dei motori è stata 
descritta, ma sembra non sussistere un’associazione positiva col benzene, ritenuto un 
fattore di rischio di altre condizioni onco-ematologiche. Sono elencati in letteratura altri 
componenti chimici più specifici coi quali è stata dimostrata una associazione positiva17. 
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3. GAMMOPATIE MONOCLONALI DI INCERTO SIGNIFICATO (MGUS) 
 
3.1 Definizione e significato clinico delle MGUS 
Le Monoclonal Gammopathy of Unknown Significance cioè Gammopatie Monoclonali di 
Incerto Significato (MGUS) sono state per la prima volta indagate e correttamente 
interpretate da Kyle nel 1978. Costui analizzò una popolazione di 241 pazienti, 
apparentemente sana, in cui aveva riscontrato una componente monoclonale sierica. 
Dopo un follow-up di 5 anni, il 57% dei pazienti era asintomatico e non aveva avuto alcun 
incremento della componente, il 9% dei pazienti aveva avuto un aumento superiore al 
50% della componente monoclonale, il 23% dei pazienti era deceduto, ed il restante 
l’11%, aveva sviluppato Mieloma Multiplo, Macroglobulinemia o Amiloidosi. Da questi 
risultati, concluse che un periodico follow-up in pazienti affetti da MGUS fosse 
doveroso18,19.  
Le MGUS sono discrasie plasmacellulari clonali ed asintomatiche che possono precedere 
l’insorgenza del Mieloma Multiplo. Le MGUS sono caratterizzate dalla produzione di una 
aumentata quantità di immunoglobuline monoclonali, o più raramente di un frammento 
di esse, e non determinano alcun segno clinico né sintomo tipico di Mieloma Multiplo o 
di altra patologia linfoproliferativa. Per questa loro caratteristica clinica silente, nella 
maggior parte dei casi, vengono riscontrate nell’ambito di approfondimenti diagnostici 
oppure rimangono latenti fino al momento in cui non si trasformano in malattia 
neoplastica franca. È stato stimato che la prevalenza di MGUS in individui adulti con età 
maggiore di 50 anni sia poco superiore al 3% e, la loro incidenza, così come quella del 
Mieloma Multiplo stesso, aumenta con l’aumentare dell’età20-22. Osservando la 
progressione delle MGUS a Mieloma Multiplo, è stato calcolato che il rischio di tale 
evenienza ammonta all’1% l’anno23. È comunque importante sottolineare che più del 
90% dei pazienti affetti da MGUS non svilupperà mai nell’arco della vita il Mieloma23. 
Inoltre, proprio in base alla tipologia della componente monoclonale, possiamo 
distinguere tre sottotipi di MGUS: l’Immunoglobulin-M MGUS, caratterizzata da 
componente monoclonale tipo IgM, la Non-immunoglobulin-M MGUS, caratterizzata 
invece da una componente non-IgM, ed infine la Light-chain MGUS, in cui la 
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componente monoclonale corrisponde a catene leggere immunoglobuliniche clonali. 
Questa differenziazione ha dei risvolti clinici e terapeutici importanti, poiché è stato 
dimostrato che circa l’80% dei Mielomi Multipli tragga origine da Non-immunoglobulin-
M MGUS ed il restante 20% circa si sviluppi da Light-chain MGUS mentre la categoria 
Immunoglobulin-M MGUS solitamente evolve in una patologia diversa, la 
Macroglobulinemia di Waldenström, e solo raramente assume i caratteri di Mieloma 
Multiplo IgM24. 
I principali fattori di rischio indipendentemente associati alla progressione verso la 
malattia conclamata sono il riscontro di un rapporto di catene leggere libere (Free Light 
Chains, FLC) al di fuori del range di normalità (<0.26 o >1.65), la concentrazione della 
componente monoclonale maggiore di 1,5 g/dL e, non ultima, l’immuno-paresi, cioè la 
riduzione dei livelli di 1 o 2 isotipi di immunoglobuline non implicate nella proliferazione 
clonale25. Per completezza, è opportuno ricordare che nel caso della MGUS IgM esiste 
un altro fattore di rischio indipendente di progressione a Macroglobulinemia di 
Waldenström o ad altri disordini linfoproliferativi, che è la presenza della mutazione 
MYD88 (L265P) riscontrabile nella quasi totalità dei pazienti affetti da 
Macroglobulinemia e approssimativamente nel 50% dei pazienti affetti da MGUS IgM26. 
 
3.2 Criteri diagnostici di MGUS 
I criteri diagnostici che permettono di porre diagnosi di MGUS piuttosto che di Mieloma 
Multiplo sono stati rivisti più volte dall’International Myeloma Working Group. Per 
maggiore chiarezza, è opportuno premettere che oltre alla condizione di MGUS e di 
Mieloma Multiplo esiste anche uno stadio intermedio tra i due, che prende nome di 
Smoldering Myeloma (SMM), che approfondiremo nel prossimo capitolo. Per porre 
diagnosi di MGUS, è opportuno innanzitutto escludere danni d’organo di cui è 
tipicamente responsabile il Mieloma Multiplo, in particolare si ricordano i criteri CRAB, 
ovvero, la presenza di ipercalcemia, insufficienza renale, anemia e lesioni scheletriche. 
Oltre a questi, bisogna escludere la presenza di amiloidosi, condizione maligna in cui una 
proteina amiloide viene prodotta, talvolta proprio nel contesto di disordini proliferativi 
plasmacellulari, tende ad accumularsi e a danneggiare diversi organi. Per quanto 
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riguarda la MGUS tipo IgM, si devono inoltre escludere sintomi costituzionali, iper-
viscosità, linfoadenopatie e epatosplenomegalia. Poi, si considerano l’infiltrato clonale 
midollare, che deve essere sempre inferiore al 10%, e la quantità di componente 
monoclonale che deve essere inferiore a 3 g/dL in caso di Non-immunoglobulin-M MGUS 
e di Immunoglobulin-M MGUS. Nelle Light-chain MGUS, invece, sarà alterato il rapporto 
delle catene leggere libere, che dovrà risultare rispettivamente >1,65 o <0,26, 
contestualmente all’incremento del dosaggio delle catene leggere libere interessate 
dalla malattia (incremento delle catene k in caso di rapporto >1,65 oppure incremento 
delle catene λ in caso di rapporto <0,26). La concentrazione della proteina monoclonale, 
in questo caso, sarà urinaria e non sierica e dovrà essere inferiore a 500 mg/24 h24. 
 
3.3 Altri tipi di Gammopatie 
3.3.1 Biclonal Gammopathy of Unknown Significance (BGUS) 
In taluni pazienti, è possibile riscontrare due componenti monoclonali, condizione che 
prende nome di Biclonal Gammopathy of Unknown Significance (BGUS). Queste entità 
hanno un tasso di progressione a Smoldering Myeloma e a Mieloma Multiplo uguale a 
quello stimato per le MGUS e, in caso di evoluzione francamente maligna, che 
rispondono altrettanto bene al trattamento27. 
3.3.2 Monoclonal Gammopathy of Renal Significance (MGRS) 
Un’entità clinica a parte, è quella che si definisce Monoclonal Gammopathy of Renal 
Significance (MGRS), nomenclatura recentemente introdotta per distinguere le 
gammopatie clonali che determinano un insulto renale anche grave in pazienti che, per 
definizione, non hanno altri criteri sufficienti a porre diagnosi di Smoldering Myeloma, 
Mieloma Multiplo, Amiloidosi AL o di altra patologia linfoproliferativa. Le MGRS sono 
caratterizzate da una piccola quota di plasmacellule non apparentemente sufficienti a 
determinare di per sé il danno, bensì da altri meccanismi, che possono essere dimostrati 
all’esame bioptico del rene come danni istologici di tipo cristallino, fibrillare, micro-
tubulare o di altro tipo28. Queste patologie devono essere trattate, coi medesimi schemi 
terapeutici impiegati nel trattamento del Mieloma Multiplo, prima che sopraggiungano 
danni renali permanenti o comunque in modo tale da limitare i danni già presenti29. 
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3.3.3. Altri sotto-tipi particolari di gammopatie monoclonali 
In letteratura vengono descritte anche Monoclonal Gammopathy of Cutaneous 
Significance (MGCS), dermatopatie il cui razionale fisiopatologico di base è pressoché 
analogo a quello che determina le MGRS30. Le MGUS possono altresì associarsi a danni 
delle fibre motorie e sensitive dei nervi periferici, caratterizzati da una sintomatologia 
variabile dalla disestesia, all’allodinia, fino alla debolezza muscolare, all’atrofia ed 
all’atassia delle porzioni più distali degli arti (Neuropatia ad anticorpi anti-MAG e 
Neuropatie assonali sensitivo-motorie MGUS IgG/IgA-relate)31. Allorquando questi 
quadri si presentino sovrapposti, l’ipotesi diagnostica di rare sindromi, come la POEMS, 
caratterizzata da Polineuropatia, Organomegalia, Endocrinopatie, proteina M e 
manifestazioni cutanee, dovrebbe essere considerata24,32. 
Da questo capitolo sulle Gammopatie si evince come queste entità abbiano un rischio 
evolutivo variabile. Si tratta, dunque, di condizioni potenzialmente in grado di 
progredire verso un ventaglio eterogeneo di patologie maligne, come riproduce lo 
schema seguente33, tra cui la più frequente è il Mieloma: 
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4. SMOLDERING MULTIPLE MYELOMA (SMM) 
 
Nell’eterogenea evoluzione delle MGUS, può rendersi manifesta una fase mielomatosa 
silente detta Smoldering Multiple Myeloma (SMM) piuttosto che una rapida 
progressione a malattia mielomatosa sintomatica. Il razionale alla base della definizione 
di Smoldering Myeloma sta proprio nella sua relativa stabilità clinica e laboratoristica. 
Tale categoria è stata, infatti, per la prima volta identificata da Kyle e Greipp nel 1980, 
in alcuni pazienti la cui infiltrazione midollare di plasmacellule maligne, maggiore al 10% 
della cellularità totale, rimaneva apparentemente stabile per un periodo uguale o 
superiore ai 5 anni senza ricevere alcun trattamento34. 
 
4.1 Criteri Diagnostici 
Secondo le Linee Guida, si definisce Smoldering Myeloma quella condizione 
asintomatica caratterizzata dalla presenza di una componente monoclonale sierica 
maggiore di 3 g/dL od urinaria maggiore di 500 mg/24 h e/o un’infiltrazione 
plasmacellulare compresa tra il 10% ed il 60% della cellularità totale midollare, senza 
alcuna evidenza di danno d’organo (criteri CRAB) tipici di amiloidosi o di altri eventi che 
possano definire il Mieloma Multiplo24. Altri fattori distinguono MGUS e Smoldering 
Myeloma nella pratica clinica. Primo fra tutti, il fatto che la MGUS ha un rischio di 
progressione a Mieloma pari all’1% l’anno, mentre lo Smoldering Myeloma ha un rischio 
di progressione del 10% l’anno, con l’eccezione del tipo Light-Chain Smoldering 
Myeloma che ha un rischio annuo del 5%35,36. Con un ampio studio retrospettivo, è stato 
stimato che questo rischio di progressione, superati i primi 5 anni senza alcuna 
evoluzione dello Smoldering Myeloma, diminuisce al 3% annuo nei successivi 5 anni e 
addirittura torna ad essere pari all’1% per gli anni ancora successivi35.  
 
4.2 Stratificazione del rischio ed opzioni di trattamento 
Nel corso degli anni, la definizione di Smoldering Myeloma è stata più volte rivista perché 
i massimi esperti sono giunti alla conclusione che è deleterio aspettare a trattare 
pazienti asintomatici con Smoldering Myeloma ad alto rischio di progressione finché non 
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sviluppino evidenti danni d’organo, come fratture multiple od insufficienza renale37. Alla 
base di queste considerazioni, vi è l’evidenza scientifica di un importante studio 
condotto dal gruppo spagnolo PETHEMA-GEM (Programa Espanõl de Tratamientos en 
Hematologica) che, per primo, ha dimostrato una minor incidenza di eventi correlati al 
Mieloma Multiplo ed una miglior Overall Survival (OS) a 3 anni (94% vs 80%) tra i pazienti 
affetti da Smoldering Myeloma ad alto rischio trattati con un protocollo terapeutico 
secondo lo schema Lenalidomide-Desametasone38. Per pazienti “ad alto rischio” 
intendevano, secondo la vecchia definizione di Smoldering Myeloma, pazienti con un 
infiltrato maligno midollare quantitativamente molto aumentato (superiore al 60%), 
pazienti con un rapporto delle catene leggere libere molto sbilanciato (maggiore di 100) 
e pazienti con più di 1 lesione ossea, riscontrate con tecniche di imaging ad alta 
sensibilità38. 
Di fronte a delle evidenze scientifiche come quelle dimostrate in questo trial clinico, la 
ricerca è stata indirizzata sui possibili fattori prognostici di progressione, in modo tale da 
individuare, per tempo, quali pazienti siano più a rischio di evoluzione, per poter iniziare 
un trattamento precoce. I principali fattori di rischio sono elencati di seguito nella tabella 
riportata in una review del 2015 sullo Smoldering Myeloma, curata da S. V. Rajkumar36: 
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Secondo le ultime Linee Guida, per definire uno Smoldering Myeloma “ad alto rischio” è 
necessaria una quota di plasmacellule midollari clonali superiore al 10% ed uno o più dei 
seguenti fattori elencati nella precedente tabella. In dettaglio, tra i fattori di rischio 
troviamo la concentrazione della componente monoclonale ≥ 3 g/dL, incremento della 
componente monoclonale ≥ 25% in 2 determinazioni successive e così pure la 
componente monoclonale tipo IgA. Anche l’immunoparesi, ovvero la franca diminuzione 
nella produzione di 1 o più sottotipi di immunoglobuline non interessate dal processo 
proliferativo, è annoverata tra i fattori di rischio di progressione, insieme allo 
sbilanciamento nella produzione delle catene leggere libere secrete dalle plasmacellule, 
tale da determinare un FLC ratio ≥8 ma <100. Un ulteriore fattore di rischio è 
determinato dal riscontro citofluorimetrico di un immunofenotipo francamente maligno 
delle plasmacellule in combinazione alla netta riduzione di un isotipo 
immunoglobulinico non interessato dalla malattia38,39. Come è stato dimostrato in studi 
citofluorimetria e di clonalità meno recenti, un fenotipo plasmacellulare considerato 
aberrante non presenta l’espressione del CD19 e/o del CD45, ha una bassa espressione 
di CD38 e iperesprime CD5653. Un altro parametro riportato come fattore di rischio di 
progressione a Mieloma Multiplo è quello che riguarda la genetica della malattia, per la 
quale è stata stilata un’ulteriore classificazione del rischio (qui di seguito)40, riadattata 
in una recente review dello stesso Rajkumar36: 
 
Altro fattore di rischio dimostrato in letteratura da Bianchi e colleghi, è il riscontro di un 
aumentato numero di plasmacellule circolanti nel sangue periferico, cioè una quota 
plasmacellulare circolante >5000х106/L o > 5% di plasmacellule positive per Ig 
citoplasmatiche ogni 100 cellule mononucleate nel sangue periferico41. 
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Gli ultimi due fattori di rischio di progressione a Mieloma Multiplo, noti in letteratura 
riguardano l’ambito dell’imaging ad alta sensibilità. Significativi a tal proposito, gli studi 
condotti da Hillengass et al. 2010 e Siontis et al. 2015, rispettivamente sull’utilizzo della 
RMN-whole body e dalla PET-TC. Dai risultati del primo studio emergeva che il 28% dei 
pazienti affetti da SMM avesse già lesioni focali e che la presenza di più di 1 lesione è un 
fattore prognostico di progressione a Mieloma42; dai risultati del secondo, emergeva che 
la PET/TC documentava su 74 dei 188 pazienti arruolati avessero aree ad aumentata 
captazione o addirittura evidenza di lesioni osteolitiche – criterio, quest’ultimo, 
diagnostico in realtà di Mieloma Multiplo in fase attiva. Queste considerazioni, peraltro, 
risultano essere perfettamente in linea con le ultime Linee Guida24. 
Lo Smoldering Myeloma è dunque una entità clinica complessa, il cui standard di 
trattamento finora è sempre stato lo stretto follow-up, fino alla comparsa dei segni e 
sintomi suggestivi di Mieloma Multiplo43. I fattori di rischio esaminati finora, però, sono 
utili a discriminare quei sottotipi di Smoldering Myeloma ad alto rischio, che hanno un 
comportamento biologico più vicino a quello di un Mieloma Multiplo in fase attiva, 
rispetto a quei sottotipi ad intermedio o basso rischio, che si avvicinano piuttosto alle 
MGUS in termini di progressione. Negli ultimi anni, trial clinici con alcuni dei farmaci in 
uso per il trattamento del Mieloma, tra cui Melphalan, Prednisone, Thalidomide e 
Bisfosfonati, sono stati portati a termine, ma nessuno di questi ha mostrato un netto 
incremento in termini di TTP né qualsiasi altro beneficio36. È anche vero, però, che la 
gran parte di questi studi sono stati condotti prima che la stratificazione del rischio nei 
vari sottotipi di Smoldering Myeloma prendesse campo, e questo potrebbe aver creato 
dei bias. L’unico studio che dimostra un vantaggio in termini di TTP e OS è quello del 
gruppo spagnolo PETHEMA-GEM, già discusso precedentemente. Ciononostante, con 
l’ultimo update delle Linee Guida dell’International Myeloma Working Group è concesso 
iniziare un trattamento prima che sia già intercorso un evidente danno d’organo24. Le 
Linee Guida, inoltre, consigliano di stratificare i pazienti in base al rischio ed 
eventualmente di inserire in trial clinici quelli ad alto rischio. Nuovi farmaci, tra cui 
ixazomib, elotuzumab e daratumumab, potrebbero costituire delle opzioni terapeutiche 
per questi pazienti36. 
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5. DIAGNOSI E STADIAZIONE DI MALATTIA 
 
In parte, nei capitoli precedenti abbiamo già anticipato alcuni concetti fondamentali 
riguardo ai criteri diagnostici del Mieloma Multiplo, descrivendo le fasi di malattia che 
possono precederlo. Nel corso degli anni, tali criteri si sono evoluti e sono stati più volte 
rivisti dagli esperti, parallelamente alla scoperta di nuovi aspetti biologici, peculiari, di 
questa malattia.  
 
5.1 Sintomatologia ed esame obiettivo 
Generalmente, alla diagnosi di Mieloma Multiplo si può giungere in corso di follow-up, 
in quei pazienti affetti da MGUS o Smoldering Myeloma che vengono periodicamente 
seguiti da un Centro Ematologico per la loro patologia. In altri casi, invece, si giunge alla 
diagnosi per così dire “a ciel sereno”, nel corso di approfondimenti diagnostici in seguito 
all’insorgenza di una sintomatologia che, solitamente risulta abbastanza omogenea. I 
due sintomi preponderanti sono rappresentati dal dolore osseo, di entità solitamente 
lieve o moderata e di durata variabile ma persistente da un massimo di un anno a meno 
di 6 mesi, e dalla fatigue, cioè una stanchezza cronica e spiccata che va ben oltre le 
quotidiane variazioni delle percezioni soggettive della forma fisica. Il dolore osseo è 
tipicamente ascrivibile alle lesioni osteolitiche dovute alla malattia e si riscontrava nell’ 
80% dei pazienti. La fatigue, invece, è da correlarsi con la lieve o moderata 
anemizzazione del paziente e anche questo sintomo ha una durata variabile ma 
persistente nell’arco di diversi mesi. L’anemia, generalmente normocitica e 
normocromica, è presente in ben oltre la metà dei pazienti ma raramente si riscontrano 
valori di emoglobina inferiori a 8 g/dL, tali da richiedere supporto trasfusionale. Un altro 
sintomo aspecifico, meno comune ma non raro, è l’evidente dimagrimento. Tra gli altri 
sintomi, ancora meno comuni, si riscontrano le parestesie e la febbre, dovuta all’attività 
della malattia44. Raramente, invece, la malattia esordisce in modo più prorompente, 
soprattutto nei pazienti in cui si abbia fin dalla diagnosi un danno renale grave acuto 
oppure una ipercalcemia grave, od altri eventi acuti correlati alla malattia, come nel caso 
di malattia extra-midollare. 
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All’esame obiettivo, in genere, salvo casi con un interessamento anatomico particolare 
della malattia mielomatosa, non si evidenziano grossolane anomalie44. 
 
5.2 Esami diagnostici e stadiativi 
In caso di sospetto di Mieloma, gli esami da prescrivere come screening di primo livello 
per giungere alla diagnosi sono l’elettroforesi delle proteine e l’immuno-fissazione 
sierica ed urinaria. Queste indagini, generalmente, vengono prescritte insieme ad una 
batteria più ampia di esami emato-chimici. Solitamente, l’emocromo con conta 
piastrinica, gli indici di funzionalità renale ed in particolare il dosaggio della creatinina, il 
dosaggio degli elettroliti tra cui soprattutto è importante la calcemia, ed inoltre, la β2-
microglobulina, l’ LDH, l’albumina, il dosaggio delle classi di immunoglobuline (IgA, IgD, 
IgG, IgM), il dosaggio delle catene leggere libere k e λ ed il loro rapporto45. Come 
incidenza, è riportato che la componente monoclonale (proteina M) sia di tipo IgG 
approssimativamente nel 50% dei casi, IgA nel 20% dei casi, immunoglobulina light-
chain in un altro 20% dei casi, IgD nel 2% e IgM nello 0,5% dei casi. Nel 3% dei pazienti, 
invece, non viene riscontrata alcuna componente monoclonale, condizione che prende 
nome di Non-secretory Myeloma44. 
A completamento dell’iter diagnostico ed anche a fini stadiativi, si richiedono, l’imaging, 
preferibilmente ad alta sensibilità, e la biopsia osteo-midollare (BOM) generalmente 
insieme all’aspirato di sangue midollare. L’imaging deve coinvolgere tutto lo scheletro e 
si utilizzano solitamente PET o PET/TC con [18F]-Fluorodesossiglucosio46 oppure TC low-
dose24 o la RMN42. La radiografia convenzionale dello scheletro ha una minor sensibilità 
nell’individuare eventuali lesioni ossee47. Per quanto riguarda la BOM e l’aspirazione di 
sangue midollare, è preferibile eseguire entrambe le metodiche, sebbene la stima più 
precisa delle plasmacellule clonali midollari si basi sulla proporzione di plasmacellule 
riportata dall’esame istologico, poiché in genere, tanto lo striscio di sangue midollare 
quanto la citofluorimetria tendono a sottostimare la quota plasmacellulare per via 
dell’emodiluizione legata al prelievo24,48. La biopsia osteomidollare, inoltre, consente di 
ottenere informazioni più accurate riguardo alle altre popolazioni cellulari midollari e 
permette la caratterizzazione immunofenotipica delle plasmacellule49. L’aspirato di 
sangue midollare è comunque utile in quanto offre il vantaggio di un’ulteriore 
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caratterizzazione della popolazione clonale  mediante le metodiche di citofluorimetria, 
Fluorescent In Situ Hybridation (FISH), citogenetica e cariotipizzazione convenzionale49. 
Secondo il più recente update delle Linee Guida dell’International Myeloma Working 
Group24, la diagnosi di Mieloma Multiplo si pone qualora siano presenti i seguenti criteri: 
1) Quota di plasmacellule clonali midollari ≥ 10% o biopsia ossea di plasmocitoma 
solitario o biopsia di plasmocitoma extramidollare 
2) Almeno 1 o più dei seguenti “eventi che definiscono Mieloma Multiplo”, ovvero: 
 Evidenza di danno d’organo attribuibile al sottostante disordine 
proliferativo plasmacellulare, più nello specifico i cosiddetti criteri CRAB: 
o Ipercalcemia: calcio sierico > 0,25 mmol/L (o > 1 mg/dL) del limite 
superiore normale oppure > 2,75 mmol/L (o > 11 mg/dL) 
o Insufficienza Renale: clearance della creatinina < 40 mL/min o 
creatinina sierica > 177 μmol/L (o > 2 mg/dL) 
o Anemia: valore dell’emoglobina più di 2 g/dL inferiore al limite 
inferiore normale oppure valore di emoglobina < 10 g/dL 
o Lesioni ossee: 1 o più lesioni osteolitiche riscontrate alla 
radiografia dello scheletro, alla TC oppure alla PET/TC. 
 Quota di plasmacellule clonali midollari ≥ 60% 
 Rapporto catene leggere libere coinvolte: catene leggere libere non 
coinvolte ≥ 100 (con le catene leggere libere non coinvolte ≥ 100 mg/dL) 
 > 1 lesione focale (delle dimensioni di almeno 5 mm) riscontrata 
mediante Risonanza Magnetica Nucleare.  
La “clonalità” delle plasmacellule, espressa al punto 1) dovrebbe esser stabilita 
dimostrando una restrizione per le catene leggere k e λ per mezzo di metodica 
citofluorimetrica, immunoistochimica od immunofluorescenza; la percentuale di 
plasmacellule midollari dovrebbe essere preferibilmente stimata sulla BOM piuttosto 
che sull’aspirato di sangue midollare, per i motivi già detti ed in caso di disparità della 
quota totale misurata con entrambe le metodiche, si considera valida quella maggiore24. 
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5.3 Diagnosi di Plasmocitoma Solitario 
Per quanto riguarda la diagnosi dei Plasmocitomi, invece, le Linee Guida distinguono due 
tipologie di Plasmocitoma in base all’eventualità dell’infiltrazione midollare. Si 
diagnostica un Plasmocitoma Solitario in presenza di una biopsia ossea o dei tessuti molli 
che documenti un infiltrato plasmacellulare clonale in pazienti con midollo emopoietico 
assolutamente normale, privo di infiltrazione plasmacellulare maligna. Devono, inoltre, 
esser escluse lesioni osteolitiche (ad eccezione di quella del plasmocitoma stesso) e così 
pure i danni d’organo suggestivi di discrasia plasmacellulare, precedentemente elencati. 
Il Plasmocitoma Solitario con minimo coinvolgimento midollare, come suggerisce il 
nome, si differenzia dal precedente solo per la presenza di una quota plasmacellulare 
clonale nel midollo che deve essere inferiore al 10%. La necessità di differenziare queste 
due entità cliniche si spiega nel differente rischio di progressione a Mieloma Multiplo 
inteso come malattia sistemica. Mentre solo il 10% dei Plasmocitomi Solitari evolvono a 
Mieloma Multiplo in 3 anni, i Plasmocitomi Solitari con minimo coinvolgimento 
midollare evolvono nel 20% e nel 60% dei casi in 3 anni, a seconda che insorgano 
rispettivamente in un tessuto molle od in un tessuto osseo24. 
 
5.4 Stadiazioni di Durie e Salmon, ISS e R-ISS 
La stadiazione clinica storicamente più nota è quella ideata da Durie e Salmon nel 197550. 
Questa stadiazione mette in correlazione la massa totale plasmacellulare maligna con le 
caratteristiche cliniche del paziente, la risposta al trattamento e la sopravvivenza. I 
Criteri della Stadiazione di Durie e Salmon (DSS) sono i seguenti: 
 Stadio I: tutti i seguenti criteri devono essere soddisfatti: 
o Emoglobina > 10 g/dL 
o Calcemia normale (cioè ≤ 12 mg/dL) 
o Normale struttura ossea o lesione osteolitica solitaria 
o Bassa produzione di proteina M: 
 IgG < 5 g/dL 
 IgA < 3 g/dL 
 Proteina M urinaria < 4 g/24 h 
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 Stadio II: pazienti i cui criteri non rientrano né nello stadio I né nello stadio III 
 Stadio III: uno o più dei criteri seguenti: 
o Emoglobina < 8,5 g/dL 
o Calcemia > 12 mg/dL 
o > 3 lesioni ossee di tipo osteolitico in fase avanzata 
o Alta produzione di proteina M: 
 IgG > 7 g/dL 
 IgA > 5 g/dL 
 Proteina M urinaria > 4 g/24 h 
Questi 3 stadi, a loro volta, possono essere sotto-classificati in: 
A: se la funzione renale risulta relativamente normale con creatininemia < 2 mg/dL 
B: se la creatininemia ≥ 2 mg/dL. 
A ciascuno stadio corrisponde, una concentrazione di cellule mielomatose calcolabile 
come fecero Durie e Salmon in origine. Per lo stadio I risulta < 0,6 х 1012 cellule/m2 di 
superficie corporea (bassa), per lo stadio II è compresa tra 0,6 e 1,2 х 1012 cellule/m2 di 
superficie corporea (intermedia) mentre per lo stadio III è > 1,2 х 1012 cellule/m2 di 
superficie corporea (alta)50. 
Circa dieci anni fa un altro metodo di stadiazione era entrato nella pratica clinica, 
l’International Staging System (ISS)51. Anche l’ISS, così come la Stadiazione di Durie-
Salmon, prevedeva 3 stadi: 
 Stadio I: β2-microglobulina sierica < 3,5 mg/L e albumina sierica ≥ 3,5 g/dL 
 Stadio II: pazienti i cui criteri non rientrano né nello stadio I né nello stadio III, 
(ovvero nel caso di β2-microglobulina sierica < 3,5 mg/L ma albumina sierica < 
3,5 g/dL oppure nel caso di β2-microglobulina sierica compresa tra 3,5 e 5,5 mg/L 
indipendentemente dal livello di albumina sierica) 
 Stadio III: β2-microglobulina sierica > 5,5 mg/L. 
Tra i vantaggi di questo staging system indubbiamente spiccava il fatto che si tratta di 
un algoritmo più facilmente calcolabile, senza necessità di dover disporre di un imaging, 
come nel caso della Stadiazione di Durie e Salmon. L’ ISS però aveva anche delle 
limitazioni, tra cui ad esempio il fatto che i pazienti allo stadio III potrebbero avere la β2-
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microglobulina sierica aumentata sia a causa di un’insufficienza renale sia a causa della 
massa tumorale52. Per ogni stadio, era stata calcolata una età di sopravvivenza media 
espressa in mesi che corrispondeva a 62 mesi per i pazienti allo stadio I, 44 mesi per i 
pazienti allo stadio II e 29 mesi per i pazienti allo stadio III51.  
In letteratura, pochi anni fa, è stato dimostrato come, nel setting dei pazienti sottoposti 
a trapianto autologo, queste metodiche fossero pressoché sovrapponibili in termini di 
PFS e OS e che, anzi, nessuna delle due di fatto fosse realmente predittiva dell’outcome 
dei pazienti. Era quindi opportuno ideare nuove strategie di stadiazione e prognosi53. La 
metodica stadiativa ISS, infatti, è stata rivista e modificata dall’International Myeloma 
Working Group nel 2015. L’ISS è stato combinato con le anomalie cromosomiche 
evidenziate mediante FISH e con la concentrazione dell’LDH sierico, creando così un 
nuovo sistema di stadiazione che prende nome di Revised-ISS (R-ISS). Tratta 
direttamente dall’articolo originale del 2015 di Palumbo et al., la tabella seguente con i 
criteri dell’R-ISS54: 
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Con questa nuova metodica Palumbo et al., ha calcolato una OS media di 43 mesi ed una 
PFS di 29 mesi per i pazienti R-ISS III, una OS di 83 mesi ed una PFS di 42 mesi per i 
pazienti R-ISS II, infine una OS non raggiunta ed una PFS di 66 mesi per i pazienti R-ISS I. 
Rispettivamente, i tassi di OS a 5 anni sono dell’82%, del 62% e del 40% rispettivamente 
per gli stadi R-ISS I, II, III. Inoltre, l’R-ISS ha confermato la sua validità prognostica anche 
nei pazienti con età inferiore ai 65 anni, nei pazienti che hanno o non hanno ricevuto 
procedura trapiantologica con cellule staminali autologhe, somministrazione di 
chemioterapia a base di inibitori del proteasoma o di agenti immuno-modulatori.  
Il Report dell’IMWG concludeva, dunque, che il Mieloma Multiplo nella pratica clinica 
rivela la sua eterogeneità e non può più essere considerato come una singola malattia. 
Pertanto, è utile una miglior definizione di questi sottogruppi di Mielomi Multipli per 
poter costruire uno schema terapeutico personalizzato per ogni tipologia di paziente54.  
Affronteremo nel prossimo capitolo, l’argomento dell’eterogeneità del Mieloma 
Multiplo e della conseguente stratificazione del rischio di malattia in maniera più 
approfondita. 
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6. ANOMALIE CITOGENETICHE, ETEROGENEITA’ DI MALATTIA, 
STRATIFICAZIONE DEL RISCHIO 
 
6.1 Mielomi iperdiploidi e Mielomi Non-iperdiploidi 
Dal punto di vista dell’oncogenesi, che si identifica col primum movens dell’eterogeneità 
di malattia, essenzialmente due sono i meccanismi principalmente implicati. Il primo, è 
rappresentato dall’iperdiploidia, che caratterizza circa il 55% dei pazienti. Questa è 
dovuta alle cosiddette gain, ovvero trisomie (o duplicazioni) parziali, che sono tutt’altro 
che casuali e anzi, coinvolgono sempre gli stessi cromosomi, tra cui il 3, 5, 7, 9, 11, 15, 
19 e 21. Tale meccanismo pare essere dovuto ad una errata segregazione dei cromosomi 
al momento della mitosi55. Il secondo meccanismo è, invece, dovuto alle traslocazioni 
del gene delle catene pesanti delle immunoglobuline (IGH) che si osserva, variabilmente, 
nella restante percentuale dei casi. Tra tali traslocazioni, descritte in letteratura anche 
come traslocazioni 14q32, alcune risultano ricorrenti mentre altre appaiono del tutto 
casuali.  
 
Figura che rappresenta schematicamente i due pathways del processo di oncogenesi, quello delle “trisomie” e 
quello dell’“iperdiploidia”. Altri eventi avvengono in seguito durante l’evoluzione della malattia56. 
Le traslocazioni ricorrenti sono state ampiamente analizzate in letteratura. Ad esempio, 
la t(4;14) coinvolge le regioni implicate nel processo del riarrangiamento di classe, noto 
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come class switch recombination (CSR) che consente l’espressione di immunoglobuline 
di diverso sottotipo nelle cellule B mature. La t(11;14) e la t(14;20) potrebbero derivare 
da errori durante il processo di iper-mutazione somatica che avviene in stadi pre-
germinali delle cellule B, nel centro germinativo degli organi linfoidi secondari, 
determinando innumerevoli mutazioni stocastiche nel segmento VDJ per generare 
plasmacellule con una specificità maggiore per l’antigene57.  
Di queste traslocazioni, la più frequente è proprio la t(11;14)(q13;q32) che si riscontra 
nel 15-20% circa dei pazienti, e che si ritrova anche nelle cellule del Linfoma Mantellare, 
sebbene un diverso meccanismo patogenetico sia stato dimostrato. Tale traslocazione 
porta all’ iper-espressione incontrollata del gene che codifica per la Ciclina D1, anche 
detto CCND158. La seconda traslocazione per frequenza, è la t(4;14)(p16;q32) che si 
osserva all’incirca nel 15% dei pazienti. Essa si rende responsabile dell’up-regulation 
simultaneo di due geni, FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) e 
MMSET/WHSC159,60. Altre traslocazioni sono molto più rare, presenti in meno del 3% dei 
pazienti, tra queste si ricordano la t(14;16)(q32;q23) e la t(14;20)(q32;q11) che causano 
rispettivamente l’iper-espressione degli oncogeni MAF e MAFB, ed infine la 
t(6;14)(p21;q32) che fa iper-esprimere il gene CCND356.  
Si vengono, quindi, a delineare quelle che potremmo definire due diverse “varianti” di 
malattia in base al cariotipo, i Mielomi Multipli cosiddetti iperdiploidi, caratterizzati cioè 
dalla presenza di 48-75 cromosomi, ed i Mielomi Multipli cosiddetti non-iperdiploidi, 
caratterizzati cioè da <48 o >75 cromosomi, che a loro volta si distinguono in ipodiploidi, 
pseudo-diploidi e near-tetraploidi. Riguardo la variante non-iperdiploide possiamo 
affermare che è strettamente associata a Mielomi caratterizzati proprio dalle 
traslocazioni IGH precedentemente descritte, evidenziabili con metodica Fluorescent In 
Situ Hybridization (FISH). Al contrario, invece, nella variante iperdiploide prevalgono le 
trisomie. È dunque ipotizzabile che entrambe queste condizioni originino da cloni simili, 
già allo stadio di MGUS61. Infine, è stato riportato in letteratura che la variante non-
iperdiploide ha una prognosi peggiore di quella iperdiploide62. Quello che è, infatti, 
l’obiettivo finale dell’identificazione di sottotipi differenti di malattia, è proprio il fatto 
di voler stratificare il rischio e la prognosi di Mielomi Multipli con caratteristiche 
citogenetiche differenti, al fine di proporre, in futuro, strategie terapeutiche più mirate 
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e personalizzate. Questo è il razionale alla base della Classificazione Citogenetica 
Molecolare del Mieloma Multiplo, proposta all’ultimo update del professor Rajkumar 
sulla diagnosi, la stratificazione del rischio e la gestione del Mieloma Multiplo: 
 
 
Tabella ripresa e riadattata dal recente update del 2016 di Rajkumar 63 sulla diagnosi, stratificazione del rischio e 
gestione del Mieloma Multiplo; proposta da Kumar S. et al. 2012 64. La tabella riassume la Classificazione Citogenetica 
Molecolare del Mieloma Multiplo. Sono evidenziati 5 sottotipi di malattia: il sottotipo caratterizzato dalle trisomie, a 
rischio prognostico favorevole, il sottotipo caratterizzato dalle traslocazioni IgH precedentemente elencate nel testo, 
a prognosi peggiore, il sottotipo con la monosomia isolata del cromosoma 14, il sottotipo con altre anomalie 
citogenetiche escluse quelle già elencate, ed infine il sottotipo con normale cariotipo 63. 
Oltre a questi eventi, cosiddetti “primari” per il ruolo che svolgono nell’ oncogenesi della 
malattia mielomatosa, molti altri riarrangiamenti cromosomici sono presenti alla 
diagnosi. Tra questi, la più frequente è la monosomia del 13, rilevata nel 45% dei 
pazienti, seguita dalla duplicazione del braccio lungo del cromosoma 1 (detta 1q gain) 
presente nel 30-35% dei pazienti, ed infine molteplici delezioni che coinvolgono alcune 
regioni dei bracci corti dei cromosomi 1, 8, 12, 17 e 20 e dei bracci lunghi dei cromosomi 
6, 14 e 16. Queste anomalie cromosomiche vengono definite “secondarie”, poiché nella 
maggior parte dei casi sono rilevate solo in alcuni cloni plasmacellulari, a differenza degli 
eventi primari che invece si riscontrano nel 100% delle plasmacellule maligne. La 
malattia, infatti, può sviluppare cloni diversi col progredire dell’oncogenesi, acquistando 
nuove anomalie cromosomiche che, nel tempo, possono rendere la patologia 
genotipicamente più complessa e dunque eventualmente resistente ai farmaci56. 
Questa evoluzione della malattia è schematicamente rappresentata nell’immagine 
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seguente, tratta da una review del 2015 di Rajan A.M. e Rajkumar S.V.65, che riassume 
le anomalie citogenetiche nelle varie fasi dell’evoluzione di malattia: 
 
Lo schema mostra le anomalie citogenetiche primarie, che sono eventi che si verificano precocemente, in stadi 
cellulari di pre-malignità, al momento della transizione da plasmacellule normali a plasmacellule clonali. La maggior 
parte delle alterazioni citogenetiche secondarie, invece, si verifica più tardivamente, durante la trasformazione 
francamente maligna della malattia oppure durante la progressione di malattia 65.  
Infine, mediante FISH sono state frequentemente dimostrate anomalie della regione 
8q24, il cui target molecolare corrisponde all’oncogene MYC che, incontreremo nei 
prossimi capitoli, in quanto fattore di spicco nella biologia delle cellule mielomatose66. 
Mediante molteplici studi in letteratura è stato, dunque, dimostrato che questa diversa 
eterogeneità di malattia di fatto si traduce in una differente prognosi. Di qui, l’idea di 
Avet-Loiseau et al. 2013, di combinare l’ISS con le anomalie citogenetiche riscontrate 
alla FISH, al fine di migliorare le predizioni prognostiche del sistema stadiativo. In 
presenza di t(4;14) o del(17p) lo studio evidenziava ridotta PFS e OS per ciascuno stadio 
ISS; al contrario, la negatività alla t(4;14) o alla del(17p) comportavano una OS a 4 anni 
migliore, rispettivamente del 79% e 77%. Anche parametri come l’età (<65 o ≥65 anni) 
e l’impiego di regimi di chemioterapia ad alta dose (HDTx), dimostravano di avere un 
ulteriore impatto sulla stratificazione del rischio67. Da questo studio è nato poi il R-ISS 
descritto nel precedente capitolo54.  
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Per concludere, la tabella seguente, riadattata dall’ Update del 2016 sulla diagnosi, 
stratificazione del rischio e gestione del Mieloma Multiplo63, riassume il rischio di 
malattia in base alle anomalie citogenetiche, precedentemente descritte: 
STANDARD-RISK INTERMEDIATE-RISK HIGH-RISK * 
Trisomie (iperdiploidi)  
(4;14)(p16;q32) 
Del(17p) 
t(11;14)(q13;q32) t(14;16)(q32;q23) 
t(6;14)(p21;q32) Gain(1q21) t(14;20)(q32;q11) 
* in presenza di trisomie concomitanti, i pazienti con alto rischio citogenetico devono esser considerati a rischio 
standard. 
Infine, stabiliti i sottotipi di malattia con diverso rischio prognostico, Greenberg e 
collaboratori nel 2014, hanno messo in correlazione la presentazione clinica di malattia 
con la classificazione citogenetica. Dallo studio si evinceva che i pazienti con 
traslocazioni IgH ma senza trisomie (circa il 30% del numero totale dei pazienti) 
mostravano danno renale nel 50% dei casi ed avevano una prognosi notevolmente 
ridotta rispetto agli altri gruppi; al contrario, i pazienti con esclusivo coinvolgimento 
osseo alla diagnosi avevano il miglior outcome tra i vari gruppi. La tabella seguente 
riassume quanto spiegato finora nel setting dello SMM e del Mieloma65: 
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7. CENNI DI CITOFLUORIMETRIA E IMMUNOFENOTIPO DELLE 
PLASMACELLULE 
 
La caratterizzazione fenotipica delle plasmacellule maligne è utile per la diagnosi, la 
stratificazione prognostica e per monitorare l’andamento della discrasia plasmacellulare 
nel tempo; risulta altrettanto utile per poter predire la risposta al trapianto autologo di 
cellule staminali, ove proposto come strategia terapeutica, ed  alle varie linee di terapia, 
soprattutto per stabilire la Minimal Residual Disease (MRD)68 e la Stringent Complete 
Remission (sCR)69, che saranno spiegate nei successivi capitoli. L’analisi citofluorimetrica 
consente proprio di differenziare le plasmacellule mielomatose dalle plasmacellule 
normali basandosi sull’immunofenotipo cellulare e sulla dimostrazione della restrizione 
delle catene leggere intracellulari. Nella stragrande maggioranza dei casi di MGUS, SMM 
e Mieloma Multiplo, sono riscontrate plasmacellule con un fenotipo aberrante, in 
proporzioni variabili.  
 
7.1 Immuno-fenotipo plasmacellulare  
L’European Myeloma Network (EMN) ha stabilito i pannelli citofluorimetrici da utilizzare 
preferibilmente nel Mieloma Multiplo e nei disordini ad esso correlati. Le plasmacellule 
devono essere identificate e contate nel gate CD138/CD38, in quanto sono 
intensamente positive al CD138 (o “bright”) e mostrano diminuita positività al CD38. Tra 
queste, le plasmacellule normali si riconoscono per il fatto che esprimono catene 
leggere intracellulari policlonali; al contrario, le plasmacellule maligne sono cluster di 
plasmacellule che esprimono catene leggere intracellulari monoclonali.  
Inoltre, un pannello citofluorimetrico minimo deve includere anche il CD19 ed il CD56, 
poiché è noto che la perdita dell’espressione del CD19 sia un marker molto sensibile di 
plasmacellule maligne, mentre è espresso dalle plasmacellule normali70; al contrario il 
CD56 non viene espresso dalle plasmacellule normali mentre risulta fortemente 
espresso in quelle mielomatose. Inoltre, il CD56 (NCAM) è anche un marker prognostico 
per le cellule mielomatose. Infatti, l’assenza dell’espressione del CD56, e così pure del 
CD117 (c-Kit), da parte delle plasmacellule maligne è un validato marker di pessima 
prognosi e breve OS in pazienti con nuova diagnosi di Mieloma Multiplo71. Il CD81 viene 
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espresso nel 100% delle plasmacellule normali mentre risulta debolmente espresso o 
negativo in quelle mielomatose70. Anche per quanto riguarda il CD20, è stato dimostrato 
in letteratura che può essere espresso in modo aberrante in una percentuale non 
trascurabile di Mielomi Multipli70. Il CD45 è solitamente negativo o debolmente 
espresso nelle plasmacellule anormali mentre viene espresso fortemente negli stadi 
iniziali di malattia, MGUS e SMM72. Per questo motivo, la sua assenza sulle plasmacellule 
maligne pare suggerire uno stadio di malattia più avanzato, ed infatti è stata associata a 
scarsa prognosi e minor sopravvivenza rispetto ai pazienti con CD45+73.  
In conclusione, le plasmacellule maligne esprimo un fenotipo caratteristico che è 
importante per monitorare l’andamento della discrasia plasmacellulare. La seguente 
tabella riassume quanto detto finora: 
 
 
Tabella riadattata, tratta dal Report dell’ EMN, Rawstron et al., 200874. 
Infine, altri marker recentemente indagati sono il CD229, un recettore di membrana 
membro della famiglia SLAM75, che risulta sempre espresso sia sulle plasmacellule 
normali che su quelle anormali, ed il CD69 che è un marker che predice un outcome 
favorevole, in pazienti affetti da Mieloma Multiplo e trattati con VTD76. Inoltre, il CD93 
è correlato con l’espressione di Blimp-1 nelle plasmacellule mielomatose ed associato, 
a miglior OS77. Infine, anche CD28 sembra promuovere la sopravvivenza plasmacellulare 
e l’up-regulation di Blimp-178. 
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8. BIOLOGIA DELLE PLASMACELLULE E PATOGENESI DI MALATTIA 
 
8.1 Ontogenesi delle plasmacellule 
Una serie di eventi mutazionali delle plasmacellule, insieme alla disregolazione di 
pathway molecolari che regolano i principali fattori di trascrizione e le interazioni col 
microambiente, assumono un ruolo preponderante nello sviluppo delle discrasie 
plasmacellulari79. Le plasmacellule, infatti, sono cellule B effettrici della risposta 
immunitaria che hanno completato un lungo e complesso processo di maturazione. 
Difetti nell’ontogenesi delle plasmacellule possono portare a malattia gravi come le 
immunodeficienze, le malattie autoimmuni ed il Mieloma Multiplo80. Descrivendo le 
principali tappe maturative, incontreremo molteplici fattori di trascrizione fondamentali 
per il fisiologico sviluppo plasmacellulare, tra cui PRDI-BF1/Blimp-1, oggetto del nostro 
studio, senza il cui contributo le plasmacellule acquisirebbero evidenti deficit maturativi. 
8.1.1. Sviluppo antigene-indipendente 
Le cellule B si sviluppano da cellule staminali pluri-potenti (Hematopoietic Stem Cells, 
HSC) del midollo osseo. In queste primissime fasi, alcuni fattori indirizzano la 
trasformazione dei progenitori linfoidi comuni (CLP) verso le cellule B, tra questi PU.1, 
membro della famiglia Ets, Ikaros, ed alcune citochine ne stimolano la proliferazione. 
Altri fattori sono implicati nel sostentamento e nel mantenimento delle cellule allo 
stadio pro-B, tra cui E2A ed EBF, mentre Pax5 (anche detto BSAP, B-cell Specific Activator 
Protein) induce in modo decisivo l’ulteriore maturazione di tali cellule81. Il successivo 
riarrangiamento del gene IgH porta all’espressione di un pre-recettore per l’antigene 
(pre-BCR) sulle cellule pre-B. Le cellule pre-B subiscono precocemente un processo di 
“selezione positiva” che consente l’ulteriore sviluppo delle sole cellule dotate di 
recettori che legano con bassa affinità le molecole del complesso maggiore di isto-
compatibilita (MCH). Quindi, avvengono l’espansione clonale ed il riarrangiamento 
genico delle catene leggere delle immunoglobuline, per cui è necessaria l’espressione 
dei fattori IRF4 e IRF8, e le cellule devono superare un altro check-point, il processo di 
“selezione negativa”81. I linfociti B immaturi che mostrano forte reattività contro il self 
vengono stimolati a riarrangiare ulteriormente i geni delle immunoglobuline mediante 
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un processo di receptor editing, e nuovamente testate. Qualora risultassero ancora 
auto-reattive, andrebbero incontro a fenomeni di apoptosi. Le cellule che sopravvivono 
prendono nome di cellule B naive (B220+ IgM+) escono dal midollo e raggiungono la 
milza. Nella milza, le cellule B vanno incontro a due diversi stadi di transizione (T1 e T2) 
ed una piccola porzione di esse, esprimente il CD21, si insedia definitivamente nella zona 
marginale dell’organo (splenic marginal-zone B cells). Un’altra sottopopolazione che si 
differenzia è quella dei linfociti B-1 (B-1 cells) esprimenti il CD5, in grado di secernere 
spontaneamente anticorpi naturali IgM. Al contrario, la maggior parte delle cellule 
(popolazione linfocitaria B-2) continua a circolare nei follicoli della milza e nei linfonodi 
(follicular B cells o mature naive B cells, IgM+, IgD+) finché non incontra l’antigene e 
completa la sua maturazione80,82. 
 
Formazione delle plasmacellule, vedi descrizione dettagliata nel testo. Immagine riadattata tratta dalla review di 
Shapiro-Shelef, M. e Calame, K. del 200580. 
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8.1.2. Sviluppo antigene-dipendente 
Le cellule B follicolari e le cellule B della zona marginale vanno incontro a 
differenziazione plasmacellulare proprio quando riconoscono l’antigene. L’attivazione 
del processo di maturazione terminale avviene quando l’antigene si lega ai recettori di 
superficie delle cellule B, in modo dipendente od indipendente dai linfociti T, e ne 
stimola la proliferazione e l’espansione clonale. Si assiste così alla genesi di plasmacellule 
secernenti anticorpi. Le cellule B follicolari possono formare precocemente foci di 
plasmablasti e plasmacellule in corrispondenza dei manicotti linfoidi peri-arteriolari 
(PALS) della milza. Tali plasmacellule non presenteranno l’iper-mutazione somatica dei 
geni delle immunoglobuline ed avranno vita breve dopo la rapida produzione 
anticorpale, pertanto sono definite short-lived plasma cells. In alternativa, le cellule B 
follicolari si insediano in aree specializzate dei follicoli linfoidi, dette centri germinativi, 
ed iniziano a proliferare, aumentando la loro affinità ed andando incontro a fenomeni 
di class-switch recombination (CSR). Per la reazione del centro germinativo e per il 
corretto riconoscimento dell’antigene da parte delle cellule B, è necessario l’aiuto dei 
linfociti T helper e delle cellule presentati l’antigene (APC). Questa risposta adattativa 
impiega più giorni a produrre le plasmacellule e le cellule B di memoria ma esse saranno 
dotate di recettori (BCR) ad alta affinità ed in grado di secernere specifici anticorpi, dopo 
l’uscita dal centro germinativo. Alcune di queste plasmacellule migrano nel midollo 
osseo, dove possono persistere per un lungo periodo, per cui sono state identificate col 
nome di long-lived plasma cells. Infine, le cellule della memoria che derivano da questo 
tipo di risposta umorale sopravvivranno indipendentemente dalla persistenza della 
stimolazione antigenica, costituendo la cosiddetta memoria immunologica80,83,84. Il 
ruolo delle nicchie del midollo osseo, che accolgono entrambe queste cellule a lunga 
sopravvivenza, e la competizione per accedervi sono punti chiave per il mantenimento 
a lungo termine della memoria immunologica e così pure per l’immortalizzazione delle 
plasmacellule maligne. 
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Ciclo vitale delle plasmacellule. Immagine tratta dalla review di Radbruch del 200682. 
 
8.1.3. Il ruolo del microambiente nella patogenesi del Mieloma Multiplo 
Il processo di differenziazione terminale delle plasmacellule long-lived richiede l’arresto 
del ciclo cellulare e la compattazione della cromatina. Gran parte delle funzioni cellulari 
vengono silenziate mentre pathways implicati nella produzione anticorpale rimangono 
attivi. Una dis-regolazione di questi segnali potrebbe essere implicata nella patogenesi 
del Mieloma Multiplo. Inoltre, in questo processo di cancerogenesi sarebbero implicate 
interazioni con le cellule stromali midollari (Bone Marrow Stromal Cells, BMSC) e coi loro 
progenitori mesenchimali (Mesenchymal Stem Cells, MSC), cruciali per la sopravvivenza 
delle plasmacellule normali nel midollo osseo, e così pure delle plasmacellule maligne. 
Anche le interazioni con la nicchia midollare hanno probabilmente un ruolo di rilievo 
nella migrazione, nella sopravvivenza, nella resistenza farmacologica delle cellule 
mielomatose e nelle frequenti riprese di malattia.  Inoltre, sono ormai note evidenze sul 
ruolo dell’ipossia e dell’angiogenesi nel sostentamento della patologia maligna. Più, in 
generale possiamo dire, che le interazioni di tutto il microambiente midollare sono 
fondamentali nello sviluppo del Mieloma Multiplo. Del microambiente fanno parte le 
stesse BMSC, gli osteoblasti, gli osteociti e gli osteoclasti, le cellule endoteliali e quelle 
dendritiche, gli adipociti, i macrofagi ed i linfociti. Da questa interazioni tra cellule 
maligne e microambiente e dalla conseguente dis-regolazione di segnali fondamentali 
41 
 
per l’omeostasi fisiologica midollare, infatti, molte alterazioni caratteristiche della 
malattia sono spiegabili, ad esempio l’immunosoppressione, l’anemizzazione ed il danno 
osseo85.  
Il ruolo del microambiente nella patogenesi del Mieloma Multiplo, dunque, altro non è 
che “l’altro punto di vista” dell’origine della malattia, meno noto ed immediato del 
“punto di vista” delle plasmacellule maligne ree della patogenesi del Mieloma Multiplo. 
Per ciò che riguarda il microambiente ci limitiamo a quanto abbiamo appena scritto, 
sebbene molto di più andrebbe dichiarato. Per ciò che riguarda il “versante” 
plasmacellulare, la cui ontogenesi è già stata trattata, ci preme ribadire che proprio 
PRDI-BF1/Blimp-1, nonché l’oggetto del nostro studio, è il protagonista dei meccanismi 
biologici alla base della produzione e della sopravvivenza a lungo termine delle 
plasmacellule86. Pertanto, eventuali espressioni aberranti di tale proteina potrebbero 
avere un ruolo chiave nell’oncogenesi. 
 
8.2. Il ruolo biologico di PRDI-BF1/Blimp-1 
8.2.1. Descrizione delle funzioni di PRDI-BF1/Blimp-1 nello sviluppo delle 
plasmacellule 
All’inizio degli anni 2000, furono pubblicate le prime evidenze scientifiche sul ruolo 
fondamentale di PRDI-FB1/Blimp-1. È stato dimostrato come tale fattore trascrizionale 
sia necessario e sufficiente ad indirizzare il destino delle cellule B verso la maturazione 
terminale plasmacellulare84. Questo fattore trascrizionale è stato riscontrato nelle 
plasmacellule attivate in seguito a risposta immunitaria primaria o secondaria, nelle 
plasmacellule long-lived del midollo osseo ed in un ristretto sottogruppo di cellule B 
attivate del centro germinativo che hanno un fenotipo intermedio tra quello 
tipicamente espresso dalle cellule del centro germinativo e quello espresso dalle 
plasmacellule (BCL-6-, CD20-, IRF4+, CD138+) suggerendo proprio che tali cellule 
potrebbero esser destinate ad un destino plasmacellulare. È stato, inoltre, dimostrato 
che Blimp-1 è necessario alla sopravvivenza delle plasmacellule long-lived del midollo 
osseo87. Non vi sono, invece, evidenze della presenza di Blimp-1 in cellule B a stadi 
maturativi più precoci né nelle plasmacellule short-lived e neppure nelle cellule B di 
memoria86.  
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Per svolgere il suo ruolo, Blimp-1 deve inibire altri fattori trascrizionali con funzioni 
diverse. BLC-6, ad esempio, è un repressore trascrizionale necessario per la formazione 
delle cellule B del centro germinativo e pertanto sopprime Blimp-1, grazie all’ausilio di 
MTA380,88, ma nelle plasmacellule è Blimp-1, a sua volta, a reprimere BCL-6. 
 
Immagine riadattata da review di Shapiro-Shelef, M. e Calame, K. del 200580. 
Come mostra la figura, Blimp-1 reprime anche Pax5 (BSAP), anch’esso fattore espresso 
nelle cellule B follicolari. Tale repressione risulta fondamentale allo switch 
plasmacellulare, alla produzione di plasmacellule secernenti immunoglobuline89, ed è 
necessaria ma non sufficiente a consentire l’espressione di XBP-1, effettore a valle dello 
stesso Blimp-1. XBP-1, a sua volta, contribuisce alla differenziazione plasmacellulare e 
soprattutto induce cambiamenti strutturali nelle plasmacellule in modo tale da 
predisporle alla secrezione anticorpale90-92. MITF, con funzione co-adiuvante a quella di 
Pax5, è espresso dalle cellule B follicolari ed inibisce IRF4, altro fattore trascrizionale 
coinvolto nella formazione di plasmacellule secernenti immunoglobuline80,92. 
Inoltre, Blimp-1 reprime c-myc dando, così, un contributo sostanziale al programma di 
differenziazione terminale delle cellule B. Infatti, l’inibizione di c-myc spiega la 
cessazione del ciclo cellulare nelle plasmacellule, essendo c-myc un noto induttore di 
proliferazione e crescita cellulare93.  
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In conclusione, è stato dimostrato in un noto studio condotto nel 2002 da Shaffer e 
collaboratori, che circa 228 geni appartenenti a diverse linee cellulari subiscono una 
parziale inibizione da parte di Blimp-1, mentre circa 32 geni venivano indotti dallo 
stesso86. 
8.2.2. Co-repressori della proteina PRDI-BF1/Blimp-1 
La funzione di PRDI-BF1/Blimp-1 di repressore trascrizionale è coadiuvata dai co-
repressori hGrg, TLE1 e TLE2 della famiglia Groucho, reclutati dallo stesso PRDI-BF194.  
Pochi anni dopo, è stato dimostrato che Blimp-1 reprime il promotore di c-myc reclutano 
gli enzimi istone deacetilasi (HDAC1 e HDAC2). A riprova di ciò, l’inibizione cellulare 
dell’attività delle HDAC, libera il promotore di c-myc dalla repressione operata da Blimp-
1 e, contestualmente, realizza la repressione dello stesso Blimp-195. 
Successivamente è stato scoperto l’istone H3 lisina metil-transferasi G9a, un altro co-
repressore che facilita PRDI-BF1 nel suo ruolo di silenziatore genico, agendo mediante 
meccanismi di metilazione genica e determinando la formazione di etero-cromatina. 
G9a, però, è reclutato da PRDI-BF1 su un dominio differente rispetto a quello delle 
proteine Groucho e degli enzimi istone deacetilasi96. Altro noto co-repressore di Blimp-
1 è Prmt5, implicato anch’esso nei meccanismi di metilazione97.  
Da tutte queste evidenze è emerso che Blimp-1 in realtà agisce come uno scaffold su cui 
molteplici co-repressori si legano, in punti diversi, a formare un grande complesso con 
attività repressoria. La figura seguente riassume quanto appena detto. 
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Meccanismi di repressione genica di Blimp-1. In figura A) è schematizzato che il gene target di Blimp-1, prima che 
Blimp-1 vi si leghi, è trascrizionalmente attivo come indicato dall’acetilazione delle code dell’istone e dalla 
conformazione aperta della cromatina. In figura B), Blimp-1 interagisce fisicamente insieme ai co-repressori Groucho, 
Istone-Deacetilasi (HDACs) e Istone Metil-transferasi (G9a e Prmt5) reclutandoli per legare il promotore bersaglio. In 
figura C) l’interazione di Blimp-1 coi co-repressori esita in modificazioni degli istoni, ovvero metilazioni e deacetilazioni 
delle code degli istoni. In figura D) i cambiamenti conformazionali degli istoni promuovono l’adozione di una 
conformazione chiusa della cromatina che impedisce la trascrizione genica. Immagine adattata, tratta da una review 
di Shinu A. John e Lee Ann Garrett-Sinha98. 
 
8.2.3. Descrizione della struttura della proteina PRDI-BF1/Blimp-1 e della sua 
isoforma β 
PRDI-BF1 fu originariamente identificato all’inizio degli anni ’90 come repressore post-
induzionale dell’espressione del gene umano dell’interferone β (β-IFN), in risposta alle 
infezioni virali. Questa proteina di 88 kD è, infatti, in grado di legarsi all’elemento PRDI 
del promotore del gene β-IFN, da qui si spiega il suo nome, la cui sigla sta per Positive 
Regulatory Domain I-Binding Factor99.  
L’analisi morfo-funzionale di tale proteina regolatoria ha identificato diversi domini 
caratterizzati da zinc-finger motif che consentono il legame con il DNA. Per dominio zinc-
finger si intende un dominio indipendente della proteina, in cui 2 residui di cisteina e 2 
residui di istidina, organizzati in geometria tetraedrica, accolgono un atomo di zinco. 
PRDI-BF1 contiene 5 zinc-finger motif del tipo Cys-Cys-His-His (C2H2). Per il corretto 
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legame e funzionamento di PRDI-BF1, è stato scoperto in seguito che solo i primi due 
dei cinque zinc-finger motif sono necessari e sufficienti per legare le sequenze specifiche 
del DNA100. 
Negli stessi anni in cui uscì la scoperta di un altro trascritto genico chiamato Blimp-1, 
descritto per la prima volta da Turner et al. in un articolo che metteva in luce il ruolo 
chiave della proteina nella maturazione dei linfociti B a plasmacellule secernenti 
immunoglobuline101. Fu dimostrato che la proteina Blimp-1 altro non era che l’omologo 
murino di PRDI-BF1 umano, per il 90% identica allo stesso PRDI-BF1 tranne che per 67 
residui N-terminali102. 
 
Rappresentazione schematica della struttura del gene di Blimp-1. La regione codificante è colorata in verde, le 
giunzioni di splicing degli esoni sono indicate dalle linee di puntini rossi, ed i domini sono colorati a blocchi; gli 
asterischi identificano i siti delle code di Poli(A) al 3’. Immagine riadattata tratta da Tunyaplin C. et al, 2000103. 
Sotto a sinistra, invece, immagine riadattata tratta da Mock et al., 1996104. 
 
 PRDI-BF1 viene prodotto a partire dal gene PRDM1, anche detto 
BLIMP-1, che mappa nell’uomo a livello di DS6447 sul cromosoma 
umano 6q21-q22.1 come mostrato nella figura qui a fianco.  La 
peculiarità di questo gene, sta nel fatto di produrre 2 isoforme 
strutturalmente differenti, PRDI-BF1 α e PRDI-BF1 β, quest’ultima 
tronca. Scarse conoscenze a riguardo sono riportate in 
letteratura, soprattutto relativamente all’espressione delle 
singole isoforme nelle plasmacellule normali e mielomatose. 
Acquisire maggiori conoscenze a riguardo, potrebbe rivelarsi 
cruciale per raggiungere un maggior livello di chiarezza 
sull’ontogenesi delle plasmacellule maligne, essendo PRDI-BF1 il 
regolatore fondamentale dello sviluppo e della sopravvivenza 
delle plasmacellule, come abbiamo già spiegato.  
Ciò che è noto è che il gene PRDM1 contiene un promotore alternativo, localizzato tra 
gli esoni 3 e 4, che è in grado di produrre l’isoforma β della proteina, che si differenzia 
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dalla forma classica in quanto mancante di 101 amminoacidi comprendenti la maggior 
parte del dominio regolatorio di PRDI-BF1. L’immagine sottostante raffigura la 
distribuzione esone-introne di PRDM1 e mostra la struttura degli mRNA delle due 
isoforme di Blimp-1, α e β: 
 
Come mostrato in figura, Blimp-1β è privo degli esoni 1, 2 e 3 e presenta invece l’esone 1β. Il trascritto Blimp-1β  è 
infatti prodotto a partire da un promotore alternativo posto tra l’esone 3 e 4. Immagine riadattata, tratta dalla 
review di Hangaishi,, A. e Kurokawa, M., 2010 105. 
8.2.4. Descrizione dell’espressione di PRDI-BF1 e della sua isoforma β in altri tipi 
cellulari 
Diversi studi hanno riscontrato l’espressione del gene in molti altri tipi cellulari 
differenziati, tra cui cellule T effettrici, granulociti, macrofagi, cellule epiteliali, neuroni 
retinici, cellule muscolari e cellule germinali primordiali98,105. Relativamente alle due 
isoforme di Blimp-1, alcune evidenze in letteratura descrivono espressioni aberranti o 
knock-down di Blimp-1 ed alterazioni geniche di PRDM1 in molte altre malattie linfo-
proliferative maligne. Nei sottotipi non-GCB di Linfoma Diffuso a Grandi Cellule B 
(DLBCL) – che è l’istotipo più comune di Linfoma Non Hodgkin – è stato recentemente 
individuato uno squilibrio tra i livelli di PRDM1α e PRDM1β. PRDM1α subisce 
un’anomala silenziazione genica mediante metilazione e, contestualmente, si realizza 
l’attivazione del promotore β, che risulta ipo-metilato106. I risultati dell’analisi 
dettagliata di tutti i tipi di mutazioni riscontrate nel DLBCL facevano supporre un’attività 
onco-soppressiva del gene107. Ad un’analoga conclusione giungevano Küçük et al., per 
quanto riguarda i linfomi a cellule NK (NKCL) dopo aver rilevato delezioni mono-alleliche 
inattivanti il gene108. Anche nel Linfoma Extra-nodale a cellule T/NK Nasal-Type (EN-
NK/T-NT), è stata riscontrata una delezione genica in regione 6q21 che correlava con 
l’inibizione di PRDM1109. Altri lavori scientifici dimostrano che tale gene è altrettanto 
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comunemente inattivato anche nel Linfoma Primitivo del Sistema Nervoso Centrale 
(PCNSL)110 e nel Linfoma Anaplastico a Grandi Cellule T (ALCL)111. Infine, uno studio 
interessante condotto da Desai e collaboratori nel 2010, sul Linfoma Mantellare (MCL) 
– un linfoma molto aggressivo per il quale è stato approvato trattamento con 
bortezomib in caso di ricadute o refrattarietà alle convenzionali linee di terapia – ha 
documentato che l’espressione di PRDM1 è necessaria per la risposta al bortezomib112. 
La seguente tabella, riadattata da una review del 2010 di Hangaishi e Kurokawa105 
riassume le mutazioni di Blimp-1 riscontrate nei linfomi: 
Da queste evidenze scientifiche, è possibile realizzare l’ingente ruolo di PRDM1 e dei 
suoi trascritti nell’omeostasi di differenti tipi cellulari ed il ruolo che eventuali mutazioni 
geniche possano avere nella linfoma-genesi. 
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In conclusione, al meglio delle nostre conoscenze, i dati oggi disponibili in letteratura 
riguardano l’espressione di Blimp-1 nelle cellule B e in molti altri tipi cellulari. Per quanto 
riguarda le cellule B è stato messo in luce che i linfociti CD19+ mostrano solo una debole 
espressione di Blimp-1 rispetto alle plasmacellule113. Inoltre, le plasmacellule normali 
esprimono un livello di PRDI-BF1 basso, seppur misurabile, rispetto alle plasmacellule 
mielomatose in cui l’espressione cellulare risulta marcatamente aumentata113. Invece, 
riguardo l’isoforma β di PRDI-BF1 scarsi dati sono disponibili ad oggi in letteratura, 
soprattutto relativamente al Mieloma Multiplo. Le uniche evidenze suggeriscono che 
l’isoforma β sia altrettanto iper-espressa in condizioni di malattia ma il suo ruolo è 
ancora ignoto114.  
Coscienti del ruolo preponderante di PRDI-BF1 nell’ontogenesi delle plasmacellule, 
ampiamente descritto nei paragrafi precedenti, e della causa ignota della sua iper-
espressione nelle plasmacellule mielomatose, abbiamo concluso che fosse doveroso 
approfondire lo studio dell’espressione delle due isoforme di PRDI-BF1 nel Mieloma 
Multiplo.  
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9. TERAPIA 
 
9.1. Cenni Storici 
I primi tentativi di trattamento del Mieloma Multiplo sono stati eseguiti negli anni ’40 e 
‘50 dello scorso secolo con Roentgen-terapia e radioisotopi, con scarsi risultati. Oggi la 
radioterapia mantiene un ruolo nel trattamento palliativo delle lesioni osteolitiche115 ed 
è incorporata in alcuni schemi di condizionamento al trapianto autologo ed 
allogenico116,117. Il Mieloma è sensibile anche agli steroidi che sono stati tra i primi 
farmaci testati nella terapia della malattia. Tuttora, mantengono un ruolo di 
associazione in molti schemi terapeutici e nel trattamento delle complicanze acute del 
Mieloma. 
I primi risultati importanti nella terapia del Mieloma Multiplo si sono avuti negli anni 
sessanta, al momento dell’introduzione dei farmaci alchilanti (melphalan), degli alcaloidi 
della Vinca e della ciclofosfamide118,119. Negli anni ’70, si tentarono i primi schemi 
chemioterapici di associazione e l’utilizzo delle antracicline (doxorubicina)120,121. Nel 
1989 un lavoro di un gruppo inglese riportava i risultati dello schema VAD o DAV 
(Vincristina, Doxorubicina e Desametasone) in prima linea, mostrando tassi di ORR 
(Overall Response Rate) e CR (Complete Remission) rispettivamente dell’84% e del 
28%122. Il DAV è stato per molti anni il ciclo chemioterapico di prima linea più utilizzato. 
Un netto miglioramento nella sopravvivenza di pazienti affetti da MM, si è avuto con 
l’introduzione delle procedure auto-trapiantologiche di cellule staminali autologhe 
CD34+ 123. Nel tempo, il trapianto autologo di midollo, con melphalan come regime di 
condizionamento, si è affermato come terapia di consolidamento standard in pazienti 
giovani candidabili a tale procedura124. Per i pazienti anziani e non candidabili al 
trapianto, la scelta ricadeva sull’associazione di alchilanti e steroide (Melphalan e 
Prednisone, MP) che, ancora oggi, può essere una valida opzione in pazienti fragili, oltre 
ai “nuovi farmaci”125. Degli stessi anni furono i primi tentativi di trapianto da donatore 
allogenico, oggi riservato a casi ultra-selezionati117,126. 
Alla luce delle suddette evidenze, nel paziente giovane e con buon performance status, 
il trattamento standard prevede una fase di “induzione” con poli-chemioterapia seguita 
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da un “consolidamento” con chemioterapia ad alte dosi e rescue di cellule staminali 
autologhe125. 
 
9.2. L’epoca dei nuovi farmaci 
Il mieloma multiplo ha subito i più netti incrementi in termini di sopravvivenza globale 
da quando sono state introdotte in terapia delle nuove molecole, i “nuovi farmaci”. Tali 
farmaci hanno rappresentato un nuovo punto di partenza per tutto il paradigma 
terapeutico, in quanto non appartengono alle categorie tradizionali dei farmaci anti-
tumorali. Le due principali categorie sono gli immunomodulatori (IMiDs) e gli inibitori 
del proteasoma. 
9.2.2. Immunomodulatori (IMiDs) 
Talidomide (Thalidomide®) 
La prima segnalazione di un effetto antitumorale in vitro della talidomide è degli anni 
’60. Il farmaco fu commercializzato per l’emesi gravidica e ritirato dal commercio negli 
anni ’80 dopo numerose segnalazioni di focomelia. L’effetto anti-angio-genetico di tale 
molecola è quindi tristemente noto dall’epoca. Negli anni 2000, una serie di lavori 
scientifici riportò l’efficacia della talidomide nei confronti del Mieloma Multiplo127. Il 
meccanismo d’azione del farmaco è basato su una modulazione del microambiente 
midollare che riduce la produzione di fattori di crescita vascolari, sottraendo 
l’irrorazione dei nidi plasmacellulari indotta dal Mieloma. Inoltre è stato documentato 
un effetto pro-apoptotico. La talidomide venne subito testata nei vari schemi di 
trattamento e, visti i risultati soddisfacenti, proposta in prima linea in combinazione con 
desametasone (Ta-Dex) e col melphalan (MPT)128,129. Oggi è comunemente proposta 
anche nella prima linea (VTD) di pazienti candidabili a trapianto, come approfondiremo 
meglio di seguito130. 
Lenalidomide (Revlimid®) 
L’efficacia della talidomide ha portato, a metà degli anni 2000, allo sviluppo di un IMiD 
di seconda generazione, la lenalidomide131. Gli effetti collaterali riportati non 
includevano la neuropatia tipica della talidomide, con un’incidenza minima di eventi 
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infettivi e tossicità ematologiche. Studi successivi hanno mostrato elevata efficacia della 
lenalidomide in associazione con desametasone e bortezomib132. Attualmente, la 
lenalidomide è disponibile in Italia solo a partire dalla seconda linea di terapia, in 
associazione a desametasone. Negli USA, studi di fase II condotti su pazienti recidivati, 
hanno dimostrato l’ottima efficacia dell’associazione di lenalidomide, carfilzomib e 
desametasone 133. La lenalidomide, così pure la talidomide e la pomalidomide, sono 
inibitori della DNA metil-transferasi ed hanno quindi azione demetilante sul genoma 
delle plasmacellule mielomatose, oltre a provocare l’aumento di livello di PU.1 che, a 
differenza di Blimp-1, è soppresso in tali cellule113,134. Recenti evidenze, hanno altresì 
dimostrato che il farmaco induce l’ubiquitinazione e degradazione proteasomiale di 
Blimp-1 e Aiolos, portando proprio alla de-repressione di CULLIN4A (CUL4A), target dello 
stesso Blimp-1135,136. Blimp-1, dunque, potrebbe è implicato nel meccanismo d’azione 
del farmaco. La pomalidomide (Imnovid®) è stata un’ulteriore evoluzione della 
lenalidomide. 
9.2.3. Inibitori del proteasoma 
Bortezomib (Velcade®) 
La svolta terapeutica impressa dall’introduzione in terapia del primo inibitore del 
proteasoma, il bortezomib, ha portato Cavo e collaboratori nel 2010 a sperimentare 
l’associazione di bortezomib, talidomide e desametasone (VTD)130. Questo è oggi uno 
degli schemi di prima linea più utilizzati ed efficaci nell’induzione del MM candidabile al 
trapianto125,137. Per quel che riguarda la popolazione anziana non candidabile a trapianto 
autologo, nel 2008 uno studio ha dimostrato la superiorità dello schema VMP 
(bortezomib, melfalan e prednisone) rispetto a MP138. Le principali tossicità di 
bortezomib sono soprattutto la neuropatia periferica, accentuata dall’associazione con 
talidomide, le riattivazioni di virus herpetici (che richiedono una profilassi antivirale), 
possibili tossicità cardiologiche. Bortezomib si è mostrato particolarmente efficace nel 
controllo delle complicanze renali e dell’impegno scheletrico. Il meccanismo d’azione 
del bortezomib è stato inizialmente attribuito al ruolo del farmaco sul pathway di NF-Kb 
e, più recentemente all’accumularsi di unfolded proteins nel reticolo endoplasmatico 
ove, causando un grave stress, attivano pathway pro-apoptotici nelle cellule139. Le 
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cellule sensibili al bortezomib hanno un fenotipo CD93 e CD69 doppio positivo ed è stato 
recentemente dimostrato che il CD93 è associato con l’espressione di Blimp-177. 
9.2.4. Nuovi inibitori del proteasoma (Carfilzomib, ixazomib, marizomib e 
oprozomib) 
In Italia sono ormai prossimi a entrare in commercio tre nuovi inibitori del proteasoma: 
carfilzomib, ixazomib e nei prossimi anni probabilmente anche marizomib e oprozomib. 
Il carfilzomib è un inibitore irreversibile del sito proteolitico chymotrypsin-like (ChT-L) 
del proteasoma140. In alcuni trial, tali molecole hanno mostrato un’attività superiore a 
bortezomib, permettendo valide terapie di seconda linea anche in pazienti già trattati 
con bortezomib stesso133. Ixazomib è il primo inibitore orale del proteasoma141.  
 
9.3 Immunoterapia  
9.3.1. Daratumumab e elotuzumab 
Elotuzumab è un anticorpo monoclonale diretto contro SLAMF7 (CS1), recettore della 
famiglia SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) espresso sulle plasmacellule, 
iper-espresso nel Mieloma142. Recenti evidenze suggeriscono che proprio Blimp-1/PRDI-
BF1 regola la trascrizione di tale recettore. Il promotore di CS1, infatti, contiene un sito 
di legame per Blimp-1/PRDI-BF1 e quest’ultimo incrementa la trascrizione di CS1 nelle 
cellule mielomatose143. Daratumumab è un anticorpo anti-CD38, anch’esso 
recentemente approvato dalla FDA (Food and Drug Amministration) per il trattamento 
del Mieloma. L’efficacia di entrambi questi anticorpi in conbinazione con lenalidomide 
e desametasone nel trattamento di Mielomi refrattari o relapsed ha dimostrato un’ORR 
superiore all’80%144. Approcci ancor più innovativi in fase di sperimentazione, 
riguardano l’impiego di cellule T modificate con recettori antigenici chimerici (CAR-T)145. 
Altri ancora, utilizzano la somministrazione di interleuchine come l’IL-2 in combinazione 
con zoledronato. 
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9.4. Schemi di trattamento proposti dalle Linee Guida 
Riportiamo a pagina seguente la tabella delle combinazioni attualmente proposte dalle 
Linee Guida versione 2.2016 dell’NCCN137 per la prima linea di terapia in pazienti 
candidabili e non a trapianto, e per il mantenimento del Mieloma Multiplo: 
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9.5 Opzioni terapeutiche di salvataggio 
Quando i pazienti vanno incontro a progressione di malattia (PD) dopo la prima linea 
possono essere sottoposti a schemi terapeutici di re-induzione o schemi che prevedano 
il ricorso ad altre molecole non ancora utilizzate nello specifico paziente ed appartenenti 
sempre agli inibitori del proteasoma o agli immunomodulanti. Spesso i regimi di 
trattamento prevedono associazioni di due o più classi farmacologiche diverse ed il 
ricorso anche ad associazioni con chemioterapia di più vecchia concezione, con l’intento 
di superare l’insorgenza di una chemio-resistenza sempre più probabile con l’avanzare 
delle fasi di malattia137. 
 
9.6. Terapie di Supporto 
Per quanto riguarda l’impegno osseo di malattia si utilizzano i bisfosfonati (panidronato, 
zoledronato). Sono stati riportati rari casi di osteo-necrosi della mandibola. Si impiega 
anche la radioterapia low-dose (30 Gy), come già discusso, e tecniche di vertebro-
plastica e cifo-plastica se necessarie137. Anche l’anticorpo monoclonale Denosumab 
(Prolia®) può essere un’opzione, in Italia ancora nel contesto di trial clinici. Esso agisce 
formando complessi con RANK-Ligando (RANK-L) proteina segnale che promuove il 
rimodellamento osseo che risulta aumentata nel Mieloma rispetto all’inibitore 
osteoclastico OPT (Osteoprotegerina)146. Per l’anemia si somministrano quando 
necessari i fattori di crescita eritrociti come l’eritropoietina ricombinante e in caso di 
necessità si ricorre ai supporti trasfusionali di emazie concentrate. Per l’ipercalcemia, 
che a volte può rappresentare una emergenza di trattamento, oltre ai vecchi presidi 
dell’iper-idratazione e della terapia diuretica, un valido e necessario trattamento è 
diventato quello coi bifosfonati tipo acido zoledronico. Per l’iperviscosità e così pure per 
la disfunzione renale acuta possono essere eseguite sedute di plasmaferesi e di dialisi. È 
infine raccomandata profilassi anti-coagulante in pazienti che ricevono regimi 
terapeutici a base di talidomide, lenalidomide e desametasone. Per profilassi delle 
infezioni, possono essere considerate le vaccinazioni polisaccaridiche anti-pneumococca 
e anti-influenzale, e la profilassi per l’herpes zoster in pazienti che ricevono regimi a base 
di bortezomib, così pure quella anti-fungina in chi riceve alte dosi di corticosteroidi137. 
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10. RISPOSTA ALLA TERAPIA 
 
10.1. Criteri di risposta alla terapia 
La risposta alla terapia può essere completa (CR) con negativizzazione sierica ed urinaria, 
scomparsa di evidenza di malattia e infiltrato midollare maligno < 5%. Nei pazienti con 
sola alterazione delle FLC alla diagnosi, il rapporto deve essere nei limiti della norma in 
due misurazioni consecutive. La Stringent-CR (sCR) è una CR con l’assenza di 
plasmacellule clonali all’immunoistochimica o citofluorimetria. La Molecular-CR è una 
CR con PCR negativa. 
La VGPR (Very Good Partial Response) è una risposta soddisfacente con persistenza di 
immunofissazione positiva per proteina monoclonale ma elettroforesi negativa o ≥90% 
della riduzione della proteina M con componente urinaria clonale <100 mg/24 h; anche 
una diminuzione >90% nella differenza tra le FLC coinvolte e quelle non coinvolte da 
clonalità è necessaria per la VGPR.  
La Partial Response o PR corrisponde alla riduzione ≥50% della componente 
monoclonale e alla riduzione della componente clonale urinaria ≥90% o <200 mg/24 h. 
Se entrambe non sono misurabili, si definisce come una diminuzione ≥50% della 
differenza tra le FLC coinvolte e non coinvolte da clonalità. Se anche questo parametro 
non fosse misurabile si definisce come diminuzione ≥50% delle plasmacellule maligne 
all’infiltrato midollare, con un’infiltrazione di partenza almeno pari al 30%. 
La Minimal Response, MR è una risposta tra il 25% ed il 49% della componente 
monoclonale con la riduzione della componente monoclonale urinaria tra il 50% e l’89% 
senza peggioramento delle lesioni ossee iniziali, se presenti. 
La Progressive Disease (PD) è definita come aumento del 25% dei seguenti: 
- Componente M sierica (con aumento assoluto ≥0,5 g/dL) 
- Componente M urinaria (con aumento assoluto ≥200mg/24 h) 
- Differenze tra FLC coinvolte dalla clonalità e non coinvolte (con aumento 
assoluto >10 mg/dL) 
- Aumento della percentuale di infiltrazione midollare (aumento assoluto ≥10%) 
- Aumento della dimensione o del numero di lesioni di malattia o di plasmocitoma 
- Sviluppo di ipercalcemia che non può essere giustificato da altre cause147. 
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11. OBIETTIVI 
 
Gli obiettivi del nostro studio sono di indagare l’espressione di PRDI-BF1 e dell’isoforma 
β di PRDI-BF1 nelle differenti fasi di proliferazione plasmacellulare monoclonale e di 
conseguente stato di malattia, comparandole all’espressione delle stesse proteine nei 
soggetti sani, e di ricercare un’eventuale correlazione di tale espressione rispetto alle 
differenti fasi di malattia mielomatosa ed alle risposte cliniche ottenute con i trattamenti 
farmacologici comunemente utilizzati. 
Ad oggi, non sono ancora disponibili dati in letteratura riguardo la differente espressione 
delle due isoforme di PRDI-BF1 in rapporto alle differenti fasi dell’evoluzione clinica e 
del trattamento dei pazienti affetti da Mieloma Multiplo. Poiché la capacità onco-
soppressiva di PRDI-BF1 è già nota in diverse patologie linfo-proliferative maligne105, è 
ragionevole pensare che l’aberrante espressione di PRDI-BF1 e della sua isoforma β 
possa essere specificatamente implicata nei meccanismi che determinano l’evoluzione 
plasmacellulare maligna e la progressione verso stati di malattia conclamata. 
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12. CARATTERISTICHE DELLA POPOLAZIONE DI STUDIO 
 
12.1. Criteri d’inclusione nello studio 
Nel periodo compreso tra il giugno 2010 ed il febbraio 2016, sono stati arruolati nel 
nostro dipartimento 26 pazienti affetti da Mieloma Multiplo. Tali pazienti rispondevano 
ad uno solo dei seguenti criteri clinici d’inclusione:  
 Pazienti con un primo prelievo eseguito in fase di malattia attiva, prima della 
somministrazione di una linea di terapia, e che avessero ottenuto almeno una 
risposta parziale (PR) a tale regime chemioterapico al momento del secondo 
prelievo; 
 
 Pazienti che presentassero un incremento della quota di malattia tra il primo ed 
il secondo prelievo, cioè che avessero sviluppato una recidiva (relapse) od una 
progressione di malattia (PD) e quindi che fossero stati refrattari al regime 
chemioterapico somministrato; 
 
 Pazienti che al primo prelievo fossero in risposta profonda (Very Good Partial 
Response, VGPR o Complete Remission, CR) dopo regime chemioterapico 
d’induzione e consolidamento, e che avessero mantenuto stabile nel tempo tale 
risposta al momento del secondo prelievo.  
Tali pazienti, sulla base delle suddette condizioni cliniche, sono stati suddivisi in 3 gruppi 
che abbiamo nominato rispettivamente “Gruppo Responders” (sempre contrassegnato 
in azzurro nel testo e nei grafici di seguito) “Gruppo Non Responders/Progressive 
Disease” (in rosso) e “Gruppo Stable Disease” (in verde).  
Come popolazione di controllo, abbiamo utilizzato campioni di sangue midollare, crio-
preservati nel medesimo lasso di tempo, tra il 2010 ed il 2016, provenienti da soggetti 
sani, donatori di midollo emopoietico. L’arruolamento di tale popolazione è avvenuto 
proprio sulla base della disponibilità dei donatori che avessero concesso e sottoscritto il 
loro consenso informato alla crio-preservazione e all’utilizzo, per fini di ricerca, di 
aliquote del loro sangue midollare. 
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12.2. Time-point dello studio 
Per la popolazione oggetto di studio, i momenti in cui erano stati eseguiti i due prelievi 
midollari sono stati denominati 1° time-point (1° tp) e 2° time-point (2° tp). Le 
tempistiche dei due tp erano avvenute in fasi cliniche differenti e cruciali per i vari 
gruppi, come descritto di seguito: 
 I pazienti del Gruppo Responders erano stati sottoposti ad un primo prelievo 
midollare proprio in fase di malattia conclamata (1° tp) cioè prima dell’inizio del 
ciclo chemioterapico d’induzione, e ad un secondo prelievo midollare 1 mese 
dopo il termine dello stesso (2° tp); 
 
 I pazienti del Gruppo Non Responders/Progressive Disease erano stati sottoposti 
ad un prelievo midollare al momento della diagnosi, recidiva o progressione 
clinica di malattia (1° tp) e ad un secondo prelievo midollare, 1 mese dopo la 
chemioterapia, che dimostrava rispettivamente la non risposta alla 
chemioterapia o la progressione di malattia (2° tp); 
 
 I pazienti del Gruppo Stable Disease erano stati sottoposti a due prelievi 
midollari, a distanza di 6 mesi l’uno dall’altro, in corso di follow-up. 
 
Alcuni pazienti hanno, inoltre, eseguito un terzo prelievo in corso di follow-up a lungo 
termine. 
 
12.3. Caratteristiche specifiche della popolazione totale di studio 
La prima osservazione riguarda l’intera popolazione oggetto di studio (ntotale=26).  
La tabella seguente riassume le principali variabili prese in esame.  
L’età media della popolazione totale di studio al momento della diagnosi è superiore a 
60 anni (61,91).  
La popolazione è costituita da 13 femmine (50%) e 13 maschi (50%), e le percentuali dei 
differenti sottotipi immuno-chimici di Mieloma Multiplo rispecchiano le reali percentuali 
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di incidenza dei diversi sottotipi nella popolazione generale (73,08% a CM completa, 
19,23% a catena leggera, 7,69% non secernente).  
 
P O P O L A Z I O N E    T O T A L E    D I    S T U D I O    (n=26) 
 Valore numerico  
assoluto o media 
Percentuale  
(%) 
Età in anni (media): 
 Alla diagnosi 
 Al momento del 1° prelievo 
 
61,91 
63,15 
 
- 
- 
Sesso: 
 Maschi 
 Femmine 
 
13 
13 
 
50 
50 
Sottotipo immuno-chimico di Mieloma 
Multiplo: 
 Light-Chain  
 Non-secretory 
 IgG/IgA/IgD:  
o IgG 
o IgA 
o IgD 
 
 
5 
2 
19 
14  
5  
   1 * 
 
 
19,23 
7,69 
73,08 
53,85 
19,23 
3,85 
Stadio Durie-Salmon (DSS): 
 I A 
 II A 
 III A 
 I B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 II B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 III B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 
4 
3 
16 
0 
1 
2 
 
15,38 
11,54 
61,54 
0 
3,85 
7,69 
International Staging System (ISS): 
 I 
 II 
 III 
 
6 
12 
8 
 
23,08 
46,15 
30,77 
Numero di precedenti linee di terapia 
 
1,3 - 
 
* un paziente ha una doppia componente monoclonale, sia IgG sia IgD quindi è stato indicato in entrambi i sottotipi 
nella tabella. 
 
Tutti i pazienti avevano un cariotipo a rischio standard, tranne 1 paziente che aveva un 
cariotipo da alto rischio (micro-delezione del 17p13) e 1 paziente la cui indagine FISH 
evidenziava micro-delezione del 13q14.3 ed alterazione del segnale al locus 14q32, 
entrambe alterazioni il cui ruolo prognostico non è stato ancora ben chiarito in 
letteratura. 
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12.4. Caratteristiche specifiche dei sottogruppi della popolazione di studio 
È stata eseguita anche una valutazione delle caratteristiche dei 3 diversi gruppi che 
abbiamo precedentemente descritto. Alcuni dei pazienti arruolati sono ancora in 
trattamento per cui, attualmente, non inseriti nel programma di follow-up. Pertanto ci 
siamo concentrati principalmente sui 15 pazienti di cui, erano già fruibili due o più 
controlli nel tempo. Di questi ultimi pazienti, disponevamo di almeno due prelievi crio-
preservati di sangue midollare intero. Specificatamente, il Gruppo Responders era 
composto da 4 pazienti, il Gruppo Non Responders/Progressive Disease includeva 5 
pazienti ed il Gruppo Stabile conteneva i restanti 6 pazienti.  Le seguenti tabelle, una per 
ogni gruppo, riassumono le caratteristiche dei pazienti appartenenti a ciascun gruppo.   
 
“ G R U P P O    R E S P O N D E R S  ”       ( n = 4 ) 
 Valore numerico  
assoluto 
Percentuale  
(%) 
Età in anni (media) 
 Alla diagnosi 
 Al momento del 1° prelievo 
 
58,75 
59 
 
- 
- 
Sesso: 
 Maschi 
 Femmine 
 
2 
2 
 
50 
50 
Sottotipo immuno-chimico di Mieloma 
Multiplo: 
 Light-Chain  
 Non-secretory 
 IgG/IgA/IgD:  
o IgG 
o IgA 
o IgD 
 
 
0 
1 
3 
2 
1 
0 
 
 
0 
25 
75 
50 
25 
0 
Stadio Durie-Salmon (DSS): 
 I A 
 II A 
 III A 
 I B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 II B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 III B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 
1 
0 
3 
0 
0 
0 
 
25 
0 
75 
0 
0 
0 
International Staging System (ISS): 
 I 
 II 
 III 
 
1 
2 
1 
 
25 
50 
25 
Numero di precedenti linee di terapia 
(media) 
 
1,75 
 
- 
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Nella tabella relativa ai pazienti del Gruppo Responders il numero delle precedenti linee 
di terapia è pari a 1,75. Per quanto riguarda, invece, i pazienti appartenenti al Gruppo 
Non Responders/Progressive Disease (tabella di seguito nel testo), essi hanno una media 
di pregresse linee di terapia pari a 4,2. È evidente, quindi, che alcuni di questi pazienti 
fossero affetti da una malattia pluri-recidivata e pertanto pluri-trattata. In dettaglio, 4 
di questi pazienti erano risultati resistenti a diverse linee di terapia (2 pazienti a ben 6 
linee, 2 paziente a 4 linee di terapia) sperimentando diverse ricadute (relapse) di 
malattia, mentre 1 paziente era progredito dopo la somministrazione della prima linea 
di terapia (PD).  
 
 
“ G R U P P O    N O N    R E S P O N D E R S / P. D.  ”    ( n = 5 ) 
 Valore numerico  
assoluto 
Percentuale  
(%) 
Età in anni (media) 
 Alla diagnosi 
 Al momento del 1° prelievo 
 
58,4 
61,8 
 
- 
- 
Sesso: 
 Maschi 
 Femmine 
 
1 
4 
 
20 
80 
Sottotipo immuno-chimico di Mieloma 
Multiplo: 
 Light-Chain  
 Non-secretory 
 IgG/IgA/IgD:  
o IgG 
o IgA 
o IgD 
 
 
0 
0 
5 
3 
2 
0 
 
 
0 
0 
100 
60 
40 
0 
Stadio Durie-Salmon (DSS): 
 I A 
 II A 
 III A 
 I B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 II B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 III B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 
0 
1 
4 
0 
0 
0 
 
0 
20 
80 
0 
0 
0 
International Staging System (ISS): 
 I 
 II 
 III 
 
3 
2 
0 
 
60 
40 
0 
Numero di precedenti linee di terapia 
(media) 
 
4,2 
 
 
- 
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Infine, per quanto riguarda il Gruppo Stable Disease, la tabella successiva riassume le 
caratteristiche dei pazienti in dettaglio.  
 
 
“ G R U P P O    S T A B L E    D I S E A S E ”    ( n = 6 ) 
 Valore numerico  
assoluto 
Percentuale  
(%) 
Età in anni (media) 
 Alla diagnosi 
 Al momento del 1° prelievo 
 
61,5 
62,7 
 
- 
- 
Sesso: 
 Maschi 
 Femmine 
 
3 
3 
 
50 
50 
Sottotipo immuno-chimico di Mieloma 
Multiplo: 
 Light-Chain  
 Non-secretory 
 IgG/IgA/IgD:  
o IgG 
o IgA 
o IgD 
 
 
2 
0 
4 
4 
0 
0 
 
 
33,3 
0 
66,7 
66,7 
0 
0 
Stadio Durie-Salmon (DSS): 
 I A 
 II A 
 III A 
 I B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 II B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 III B (Creatininemia ≥ 2 mg/dL) 
 
 
0 
0 
5 
0 
0 
1 
 
 
0 
0 
83,3 
0 
0 
16,7 
International Staging System (ISS): 
 I 
 II 
 III 
 
 
1 
2 
3 
 
 
16,7 
33,3 
50 
Numero di precedenti linee di terapia 
(media): 
 
 
1,2 
 
- 
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13. MATERIALI E METODI 
 
13.1. Esami emato-chimici ed esami strumentali 
Tutti i 26 pazienti sono stati sottoposti agli esami emato-chimici e strumentali previsti 
dalle Linee Guida125,148 al momento della diagnosi, del follow-up e della eventuale 
ricaduta o progressione di malattia.  
Gli esami emato-chimici richiesti comprendevano:  
 emocromo con formula e conta piastrinica 
 calcemia  
 creatininemia 
 elettroforesi delle proteine sierica e urinaria 
 immunofissazione sierica e urinaria 
 catene leggere libere k e λ (Free Light Chains, FLC) e rapporto FLC k / FLC λ 
 LDH 
 β2-microglobulina. 
Sul totale dei pazienti, 3 (11,54%) mostravano, alla diagnosi, un’alterazione della 
funzionalità renale con un valore di creatininemia ≥ 2 mg/dL (DSS B). Due di essi 
presentavano diagnosi di Mieloma Multiplo micro-molecolare, tipicamente associato 
alla presenza di un danno renale.  
Alla diagnosi, 15 su 26 pazienti (57,69%) affetti da Mieloma Multiplo erano risultati 
anemici e 5 mostravano ipercalcemia (19,23%). 
Per quanto riguarda le indagini strumentali, sono state richieste per ogni paziente le 
metodiche di imaging proposte dalle Linee Guida125,148. I pazienti erano stati sottoposti 
PET Total Body con 18F-FDG per indagare l’eventuale coinvolgimento scheletrico od 
extra-midollare di malattia.  In casi di dubbi riscontri alla PET, è stato approfondito con 
TC o RMN. Le lesioni osteolitiche sono state rilevate in 18 su 26 pazienti (69,23%). 
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13.2. Indagini midollari 
Le indagini midollari sono indagini di secondo livello, diagnostiche di Mieloma Multiplo. 
Tutti i pazienti arruolati sono stati sottoposti ad entrambe le metodiche di biopsia osteo-
midollare ed aspirato di sangue midollare alla diagnosi e così pure ai due time-point che 
abbiamo considerato nel nostro studio. Previo consenso informato ed in accordo coi 
principi della Dichiarazione di Helsinki, i pazienti sono stati sottoposti ai prelievi eseguiti 
dal personale medico presso gli ambulatori del nostro dipartimento. 
13.2.1. Tecnica di Ago-aspirato di sangue midollare 
L’ago-aspirato di sangue midollare (o mielo-aspirato) è un’indagine invasiva 
ambulatoriale che permette di prelevare una quota di sangue midollare per effettuare 
indagini cito-fluorimetriche, cito-genetiche e di biologia molecolare. A fini sperimentali, 
è inoltre possibile condurre analisi come il sorting cellulare (vedi oltre) ed analisi 
genetiche come sequenziamenti e studio dei polimorfismi. Dopo aver indagato 
l’anamnesi del paziente, per scongiurare malattie emorragiche note, allergie ad 
anestetici e terapie con anti-coagulanti, si fa accomodare il paziente in posizione di 
decubito prono e si disinfetta la regione cutanea corrispondente alla spina iliaca 
posteriore superiore. Mediante una siringa, il medico somministra 1 fl di Lidocaina e, 
dopo qualche minuto di attesa per consentire all’anestetico di entrare in azione, penetra 
con un ago da mielo-aspirato il punto di repere. Sfilato il mandrino, aspira i primi 0,2-0,5 
mL circa di sangue midollare con una siringa e li deposita sui vetrini per eseguire strisci 
ed apposizioni. Poi, tramite “sistema vacu-tainer” si abboccano sequenzialmente le 
provette all’ago da mielo-aspirato e si riempiono. Il medico estrae l’ago e può scegliere 
di procedere alla biopsia osteo-midollare, se necessaria e se non eseguita prima del 
mielo-aspirato. Altrimenti, esegue bendaggio compressivo con garze sterili e cerotti pre-
medicati, previa emostasi meccanica al sito del prelievo.  
13.2.2. Tecnica di Biopsia Osteo-Midollare (BOM) 
La biopsia osteo-midollare (BOM) è altrettanto un’indagine invasiva ambulatoriale che 
permette di prelevare un frustolo di osso midollare dalla cresta iliaca posteriore 
superiore, per effettuare un esame istologico. Essa sfrutta lo stesso punto di repere del 
mielo-aspirato e, nel caso in cui i due prelievi vengano eseguiti contestualmente, la BOM 
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può precedere o seguire il mielo-aspirato. Se il medico decide di far seguire la BOM al 
mielo-aspirato, penetra con un ago Jamshidi a “T” nel punto esatto in cui è stato 
eseguito il mielo-aspirato. Ruotando l’ago in senso orario ed anti-orario, l’ago penetra 
la corticale dell’osso e raggiunge la midollare. A questo punto, il medico sfila il mandrino, 
introduce la guida graduata per prevedere le idonee dimensioni del frustolo osseo e poi 
la rimuove per introdurre il dispositivo “trap system”. Quindi, estrae l’ago, tampona il 
punto ed esegue un bendaggio compressivo. Infine, sfila dal trap system il frustolo in 
esso contenuto, per posizionarlo in una provetta contenente Formalina 10% neutra. Se 
il medico, invece, decide di eseguire prima la BOM, è possibile eseguire direttamente il 
mielo-aspirato dall’ago della BOM. Il paziente è invitato a trattenersi in ambulatorio 
sotto osservazione per due ore, essendo la metodica non scevra da rischi e complicanze.  
 
13.3. Isolamento delle cellule mononucleate mediante LymphoprepTM 
Da circa 5-10 ml di sangue midollare, proveniente dai campioni degli ago-aspirati 
midollari dei pazienti arruolati e conservato con anticoagulante (EDTA), sono state 
isolate le cellule mononucleate mediate centrifugazione in gradiente di densità 
(LymphoprepTM). Il sangue è stato prima diluito con soluzione fisiologica con rapporto 
1:4 e successivamente stratificato su LymphoprepTM mediante centrifugazione a 1900 
giri per 25 minuti. Dopo la centrifugazione, si ottengono in provetta le varie componenti 
del sangue midollare, separate in diverse fasi, proprio in base alla loro densità; le cellule 
mononucleate, infatti, hanno una densità mediamente inferiore a 1.077 g/ml mentre i 
polimorfonucleati e gli eritrociti hanno una densità ben maggiore. La fase superiore è 
costituita da plasma e lipidi. Subito al di sotto, si trova un’interfaccia con le sembianze 
simili a quelle di una “nubecola”, costituita dalle cellule mononucleate (monociti e 
linfociti), che resta sospesa sullo strato di LymphoprepTM sottostante. Infine, sul fondo 
sedimentano le cellule polimorfonucleate (eosinofili e neutrofili) e gli eritrociti.  
Le cellule mononucleate, che sono quelle di nostro interesse, vengono raccolte e lavate 
2 volte in soluzione fisiologica, poi nuovamente centrifugate a 1900 giri per 5 minuti. Il 
pellet viene risospeso in TRI REAGENT® per facilitare l’immediata inibizione dell’attività 
RNasica, e conservato a -80° C in attesa dell’estrazione. 
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13.4. Estrazione dell’RNA messaggero (mRNA) 
L’RNA messaggero (mRNA) è estratto utilizzando TRI REAGENT® (Molecular Research 
Center). Questo è un reagente monofasico, contenente fenolo e guanidina tiocianato, e 
permette di effettuare una triplice estrazione simultanea di DNA, RNA e proteine. Nel 
nostro studio, è utilizzato per l’estrazione di RNA dalle cellule precedentemente isolate. 
Il processo di estrazione dell’mRNA si compone di varie fasi, descritte di seguito. 
13.4.1. Omogenizzazione 
Le cellule pellettizzate vengono lisate aggiungendo 1 ml di TRI REAGENT® ogni 5-10 х 106 
cellule in ogni provetta conica sterile (Eppendorf 1,5 ml). 
13.4.2. Separazione 
Il campione viene incubato per 15 minuti a temperatura ambiente per la completa 
dissociazione dei complessi nucleo-proteici. Si aggiungono, poi, 0,2 ml di cloroformio per 
ogni ml di TRI REAGENT® aggiunto, si vortexa per 15 secondi e la miscela ottenuta viene 
lasciata a incubare per 15 minuti a temperatura ambiente. Poi si centrifuga a 12.000 rpm 
per 15 minuti a 4° C. Si ottengono 3 fasi distinte. Sul fondo della provetta si depositano 
le proteine insieme al fenolo ed al cloroformio, al di sopra si ha una fase contenente il 
DNA, mentre, la fase ancora superiore, di consistenza acquosa, è costituita da RNA. Si 
recupera la fase acquosa e la si trasferisce in una nuova provetta sterile. 
13.4.3. Precipitazione 
Alla fase acquosa separata si aggiungono 0,5 ml di isopropanolo per ogni ml di TRI 
REAGENT® aggiunto in fase di omogenizzazione. Si lascia il campione ad incubare a 
temperatura ambiente per 5-10 minuti. Si centrifuga a 12.000 rpm per 15 minuti. L’RNA 
quindi precipita e si rende visibile sotto forma di pellet bianco sul fondo della provetta. 
13.4.4. Lavaggio 
Si aspira il sovranatante, si aggiunge 1 ml di etanolo al 75% per ogni ml di TRI REAGENT®. 
13.4.5. Solubilizzazione 
Si rimuove l’etanolo utilizzato per il lavaggio mediante centrifugazione a 7.500 rpm per 
5 minuti e si fa asciugare, per qualche minuto, l’RNA. Si risospende l’RNA in acqua sterile 
deionizzata e si quantifica con spettrofotometro (Nanodrop2000, Thermo Scientific). 
68 
 
13.5. PCR Retro-Trascrizionale (RT-PCR): sintesi del DNA complementare 
(cDNA) 
Al termine dell’estrazione dell’mRNA dalle cellule mononucleate, mediante la 
Trascrittasi Inversa è possibile retro-trascrivere un filamento di DNA complementare 
(cDNA) al filamento di RNA.  
1 μg di mRNA viene retro-trascritto mediante PCR Retro-Trascrizionale (RT-PCR), 
utilizzando il kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific), in un 
volume finale di reazione di 20 μL contenente 200 unità di M-MLV Reverse Trascriptase, 
1X Reaction Buffer (4 mM di MgCl2, 50 mM di KCl, 50 mM di Tris- HCl a pH 8,3, 10 mM di 
DTT) 1 mM di dNTPs, 5,0 μM di random primers, 20 unità di RNasi RiboLock Ribonuclease 
Inhibitor.  
I campioni vengono posti nel Thermal Cycler (Bio-rad) impostando il programma di 
sintesi che prevede un’incubazione iniziale a 25° C per 10 minuti, seguita da 
un’incubazione a 42° C per 45 minuti e, infine, un’incubazione a 99° C per 3 minuti.  
 
13.6. Quantificazione dell’espressione genica di PRDI-BF1 e della sua 
isoforma β 
13.6.1. Cenni sulla Real-Time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) quantitativa 
La Real-Time PCR quantitativa è una metodica che consente la quantificazione degli acidi 
nucleici mediante la misurazione della fluorescenza emessa da un fluorocromo. E’ detta 
Real Time in quanto misura l’amplificazione in tempo reale durante la fase esponenziale 
del ciclo di reazione149. In ciascuna reazione, il prodotto di reazione raddoppia ad ogni 
ciclo di amplificazione, cosicché le curve di amplificazione mostrano un’evidente fase 
esponenziale. La fase di plateau è raggiunta quando i reagenti iniziano a essere limitanti. 
Il punto sulle curve in corrispondenza dell’inizio della fase esponenziale è chiamato Ciclo 
Soglia (Ct). La linea di soglia, scelta dall’operatore in maniera da intersecare le curve di 
tutti i campioni in fase esponenziale, è detta Threshold. Dalla curva ottenuta è possibile 
risalire alla quantità iniziale del trascritto target rapportandolo ad una curva standard 
del gene d’interesse. La carica iniziale è espressa come rapporto tra numero di copie del 
trascritto d’interesse su copie del gene di riferimento.  
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13.6.2. Specifiche della metodica qRT-PCR: Metodo Taqman, primers e probe 
Per quanto riguarda il nostro studio, abbiamo utilizzato sonde TaqMan. Queste sono 
oligonucleotidi complementari ad una porzione interna della sequenza target, 
delimitata da due primers (forward e reverse), che presenta l’estremità 3’-idrossi-
terminale bloccata in modo da impedirgli di agire come un primer per l’amplificazione. 
Tale sonda presenta all’estremità 5’ il colorante fluorescente (“reporter”), nel nostro 
studio abbiamo utilizzato il 6-FAM (6-cardossifluoresceina) e all’estremità 3’ un 
“quencer”, cioè un fluorocromo spegnitore, Iowa Black® FQ.  
In condizioni di normale appaiamento sonda-DNA stampo, i fluorofori eccitati dalla luce 
alla opportuna lunghezza d’onda trasferiscono la loro energia al quencer a bassa energia, 
che la assorbe evitando l’emissione di fluorescenza. Durante la fase di estensione, la 
DNA-Polimerasi, replicando lo stampo, incontra la sonda appaiata, e grazie alla sua 
attività esonucleasica 5’3’, la degrada liberando il reporter dal quencer, permettendo 
così al reporter di emettere la propria fluorescenza. La fluorescenza aumenta così in 
maniera lineare ad ogni ciclo. 
 
(La figura riassume quanto spiegato sopra nel testo. Figura tratta da 
https://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction#/media/File:Taqman.png ) 
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Il Primer mixes e TaqMan probes che abbiamo utilizzato sono Bio-Rad qHsaCIP0039044 
(per PRDI-BF1 α e β) e dHsaCPE5031597 (per GAPDH, gene house-keeping usato come 
riferimento interno). PRDI-BF1 β primer e TaqMan probe sono stati sintetizzati usando 
il Assays-by-Design Service, Bio-Rad (Forward: CTCTGTGGTGGGTTAATC, Reverse: 
CCCTCTGGAATAGATCTTTTC, Probe: TTTGAGGCAGCTCCTTAAATGAACATT, Primer:Probe: 
250 nm:250nm).  
13.6.3. Quantificazione relativa del trascritto: Metodo del ∆Ct, ∆∆Ct e 2–∆∆Ct 
La quantificazione relativa o comparativa del trascritto d’interesse consente la 
misurazione di cambiamenti relativi nei livelli d’espressione dell’mRNA target. È, infatti, 
in grado di determinare i cambiamenti relativi allo steady-state (stato stazionario) dei 
livelli di mRNA di un gene, esprimendoli relativamente ai livelli di un altro mRNA di 
riferimento. Questa quantificazione relativa non necessita, perciò, di curve di 
calibrazione (dette curve standard) a concentrazioni note, che sono invece disponibili 
per trascritti d’interesse comune nella pratica clinica (ad esempio, c-Kit). Questa 
metodica è adeguata proprio per calcolare anche piccoli cambiamenti fisiologici 
nell’espressione di trascritti genici, come PRDI-BF1, in campioni diversi che vengono 
analizzati. Nel nostro studio abbiamo scelto di comparare l’espressione di PRDI-BF1 nel 
campione al 2° e 3° tp, all’espressione dello stesso PRDI-BF1 del campione del 1° tp dello 
stesso paziente, ripetendo questa metodica singolarmente per ciascuna coppia o 
tripletta di campioni di ciascun paziente. Questo calcolo comparativo, inoltre, è stato 
eseguito, oltre che per il trascritto totale PRDI-BF1, anche per l’isoforma β della proteina. 
Infine, questa comparazione è stata eseguita anche rispetto ai valori del trascritto PRDI-
BF1 e dell’isoforma β dei campioni dei controlli sani. Così, sia per il trascritto totale che 
per l’isoforma β, disponevamo dei valori rispetto al Tp precedente di ogni paziente, 
calcolo che prende nome di ∆Ct150. Allo stesso modo, disponevamo dei valori del 
trascritto totale e dell’isoforma β rispetto ai valori d’espressione degli stessi trascritti nei 
controlli sani, calcolo che prende nome ∆∆Ct151. 
Per raggiungere risultati ottimali di espressione relativa, esistono strategie che 
prendono nome di “Normalizzazioni” per ovviare ad errori sperimentali e per assicurare 
performance di cicli identici durante la qRT-PCR. A tal proposito, l’impiego di un gene 
house-keeping è fondamentale; nel nostro studio, è stato impiegato GADPH come già 
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detto in precedenza. Così, si è potuto calcolare il Relative Expression Ratio (R), mediante 
la formula: 
R = 2 – [∆Ct sample – ∆Ct control] = 2 – ∆∆Ct 
Questo algoritmo permette la comparazione dei livelli dell’mRNA target coi livelli 
dell’mRNA della popolazione di controllo, normalizzando il valore del primo.  
Utilizzando più geni house-keeping e ripetendo, per controllo, due o addirittura tre volte 
i calcoli di ∆Ct e ∆∆Ct ed infine il 2-∆∆Ct delle medie dei valori precedenti si ottiene 
un’espressione con un basso margine di errore151. 
Il software con cui i pazienti sono stati comparati coi controlli sani è CFX ManagerTM 
Software Gene Expression Analysis (Gene Expression Analysis Study Manager), Biorad. 
 
13.7. Analisi Statistica 
I valori d’espressione di PRDI-BF1 e dell’isoforma β nei pazienti arruolati, sono stati 
riportati in due diverse scale: 
 per ogni seconda o terza misurazione dei trascritti di ciascun paziente, il valore 
dell’espressione è stato comparato al valore della misurazione basale dello 
stesso paziente, cioè alla misurazione del trascritto al 1° tp. Fissato il valore del 
trascritto di ciascun paziente al 1° tp uguale a 1, il valore del trascritto ai prelievi 
successivi è da considerarsi come quantificazione relativa rispetto ad 1 (vedi 
Metodo di calcolo ∆Ct, ∆∆Ct e 2–∆∆Ct); 
 per ogni misurazione dei trascritti di ciascun paziente, il valore dell’espressione 
è stato comparato alla media della misurazione dell’espressione dei medesimi 
trascritti nella popolazione sana di controllo. Ciò rende omogeneamente 
confrontabili tutte le misurazioni. 
Le analisi condotte riguardano il confronto tra le medie dei due trascritti al 1° tp, al 2° tp 
e al 3° tp, all’interno di ognuno dei tre gruppi, il confronto tra l’espressione media dei 
due trascritti tra i pazienti affetti da MM e la popolazione sana di riferimento. Infine, si 
è ricercata l’eventuale correlazione tra gli andamenti emersi e la condizione clinica 
caratterizzante ognuno dei tre gruppi. 
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14. RISULTATI 
 
14.1. Espressione media totale di PRDI-BF1 e dell’isoforma β nei pazienti 
affetti da Mieloma Multiplo rispetto alla popolazione sana 
PRDI-BF1 è risultato misurabile in tutti i campioni testati, e così pure l’isoforma β. 
L’espressione media di PRDI-BF1 nei pazienti affetti da MM, calcolata su tutti i campioni, 
è risultata 6,02 volte maggiore rispetto ai valori d’espressione medi di PRDI-BF1 nei 
controlli sani. Allo stesso modo, l’espressione media dell’isoforma β di PRDI-BF1 è 
risultata ancor più elevata rispetto ai controlli, esattamente 8,27 volte maggiore. 
 
14.2. Concordanza dell’andamento dell’espressione di PRDI-BF1 e 
dell’isoforma β 
La concordanza dell’andamento dell’espressione dei due trascritti di interesse, ovvero il 
fatto che la proteina totale aumenti o diminuisca dal 1° tp al 2 o 3° tp e che altrettanto 
faccia la sua isoforma, è verificata in 13 su 15 pazienti (86,7% dei pazienti).  
Fanno eccezione due pazienti, appartenente al Gruppo Responders, in cui al 2° tp 
diminuisce il valore del trascritto totale e contestualmente, invece, aumenta il valore 
dell’isoforma β. In dettaglio, nel primo paziente il valore dell’espressione di PRDI-BF1 
diminuisce di 0.7 volte dal 1° tp al 2° tp, mentre l’isoforma aumenta di 2.35 volte. Nel 
secondo paziente PRDI-BF1 diminuisce di 0.65 volte, mentre l’isoforma aumenta di 1,25 
volte.  
 
14.3. Espressione media di PRDI-BF1 e dell’isoforma β in relazione allo stato 
di malattia su 64 determinazioni 
Al fine di valutare l’espressione di PRDI-BF1 e dell’isoforma β in relazione allo stato di 
malattia abbiamo calcolato l’espressione media, relativamente ai controlli sani, di 
entrambi i trascritti in tutti i prelievi dei pazienti che, al momento stesso del prelievo, si 
trovavano in VGPR/CR, in PR, in Diagnosi/PD. Su un totale di 64 determinazioni (32 di 
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PRDI-BF1 e 32 dell’isoforma β di PRDI-BF1) complessive, i risultati sono stati riassunti 
nella seguente tabella e nel seguente grafico: 
 
 VGPR/CR PR DIAGNOSI/PD 
PRDI-BF1  
totale (media) 
3,495 
(range 0,4-8,9) 
6,02 
(range 3,9-8,37) 
9,79 
(range 3,41-21,75) 
PRDI-BF1 isoforma 
β (media) 
5,99 
(range 0,7-14,57) 
7,49 
(range 3,8-12,89) 
12,28 
(range 2,29-27,9) 
 
 
 
 
14.4. Espressione media di PRDI-BF1 e dell’isoforma β in relazione 
all’infiltrazione midollare alla BOM su 64 determinazioni 
Abbiamo poi valutato l’espressione di PRDI-BF1 e dell’isoforma β in relazione 
all’infiltrazione midollare alla BOM di ogni singolo prelievo su un totale di 64 
determinazioni (32 di PRDI-BF1 e 32 dell’isoforma β di PRDI-BF1) complessive. Facendo 
Espressione media di PRDI-BF1 e dell'isoforma β nei
diversi stati di malattia
74 
 
riferimento ai valori di infiltrazione midollare generalmente considerati dalle Linee 
Guida125,148 come cut-off per discriminare tra malattia mielomatosa franca e 
SMM/MGUS, abbiamo considerato i valori d’espressione di PRDI-BF1 e della sua 
isoforma in ogni singolo prelievo e suddiviso i prelievi in 3 gruppi in base all’infiltrazione 
midollare, pari a 1-9%, 10-59% e ≥60%. Per ogni gruppo abbiamo calcolato i valori medi, 
ottenendo i seguenti risultati schematizzati nella tabella e nel grafico seguenti: 
 
 1-9% 10-59% ≥60% 
PRDI-BF1  
totale (media) 
3,54 
(range 0,4-6,58) 
8,85 
(range 3,41-15,58) 
10,76 
(range 3,58-21,75) 
PRDI-BF1 isoforma 
β (media) 
5,45 
(range 0,7-13,28) 
11,15 
(range 2,29-27,9) 
14,955 
(range 4,1-22,5) 
 
 
 
 
Espressione media di PRDI-BF1 e dell’isoforma β in 
relazione all’infiltrazione midollare alla BOM
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14.5. Confronto dell’espressione media di PRDI-BF1 e dell’isoforma β ai 2 
time-point nei tre gruppi 
Abbiamo confrontato l’espressione media del trascritto totale al 1° tp con l’espressione 
media del trascritto totale al 2° tp nei vari gruppi.  
Da queste comparazioni, i cui calcoli sono spiegati dettagliatamente per ogni gruppo nel 
paragrafo seguente, è emerso che il Gruppo Responders al 1° tp esprimeva un valore 
medio di PRDI-BF1 pari a 10,05 volte (range 6,58-15,58) l’espressione del trascritto nei 
controlli sani; al 2° o 3° tp il valore medio di PRDI-BF1 era pari a 4,61 (range 2,67-8,12) il 
valore medio dei sani. Nello stesso gruppo, al 1° tp, l’isoforma β era aumentata 
mediamente di 15,085 volte (range 6,73-27,9) il valore medio espresso nei controlli sani; 
al 2° o 3° tp l’isoforma β era aumentata mediamente di 7,82 volte (range 3,8-14,57) il 
valore medio espresso nei controlli.  
Il Gruppo Non Responders/Progressive Disease, al 1° tp, esprimeva un valore medio di 
PRDI-BF1 pari a 5,97 volte (range 3,95-8,9) l’espressione del trascritto nei controlli sani; 
al 2° o 3° tp, l’espressione media di PRDI-BF1 risultava 11,45 volte (range 3,41-21,75) 
l’espressione media dei sani. Nello stesso gruppo, al 1° tp, l’isoforma β era aumentata 
mediamente di 6,55 volte (range 2,29-9,1) il valore medio espresso nei controlli sani; al 
2° tp o 3° l’isoforma β era aumentata mediamente di 13,8 volte (range 5,88-22,5) il 
valore medio dei controlli. 
Il Gruppo Stable Disease al 1° tp, esprimeva un valore medio di PRDI-BF1 1,77 volte 
(range 0,4-3,29) aumentato rispetto all’espressione media del trascritto nei sani; al 2° 
tp, l’espressione media di PRDI-BF1 risultava 3,52 volte (range 2,48-6,54) l’espressione 
media dei controlli. Nello stesso gruppo, al 1° tp, l’isoforma β era in media 2,92 volte 
(range 0,7-5,03) aumentata rispetto al valore medio nei controlli; invece al 2° tp 
l’isoforma β era 6,32 volte (range 4,1-13,28) mediamente aumentata rispetto al valore 
medio dei controlli.  
I grafici seguenti riassumono quanto detto finora nei 3 gruppi, il primo relativamente al 
trascritto completo, il secondo relativamente al trascritto β. 
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Confronto dell’espressione media di PRDI-
BF1 ai 2 time-point nei tre gruppi
Confronto dell’espressione media 
dell’isoforma β ai 2 time-point nei tre 
gruppi
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14.6. Espressione media di PRDI-BF1 e dell’isoforma β ai 2 time-point in 
ciascun gruppo 
La descrizione dei singoli gruppi avviene separatamente come segue. 
14.6.1. Gruppo Responders 
I pazienti del Gruppo Responders al 2° od al 3° tp (prelievo al 3° tp disponibile per un 
solo paziente) esprimevano mediamente il trascritto totale 0,45 volte rispetto al valore 
basale al 1° tp, questo significa che PRDI-BF1 risultava meno espresso dal 1° tp al 2° tp, 
cioè che era diminuito del 55% rispetto al valore medio di partenza. Allo stesso modo, 
per quanto riguarda l’espressione dell’isoforma β, i pazienti al 2° o 3° tp esprimevano il 
trascritto mediamente 0,58 volte rispetto al valore basale al 1° tp; questo significa che 
l’espressione dell’isoforma β risultava, diminuita del 42% dal 1° tp al 2° tp. Dunque, 
nell’espressione dei due trascritti si rende evidente un trend in netta diminuzione del 
55% per PRDI-BF1 e del 42% per l’isoforma β, al diminuire della quantità di malattia. 
Infine, confrontando l’espressione dei due trascritti nei pazienti del Gruppo Responders 
rispetto ai controlli sani, abbiamo calcolato che i pazienti esprimevano un valore di PRDI-
BF1 mediamente 10,05 volte (range 6,58-15,58) maggiore rispetto ai sani al 1° tp (cioè 
alla diagnosi) ed un valore medio dell’isoforma β di 15,085 volte (range 6,73-27,9) 
maggiore rispetto ai sani al 1° tp. Con lo stesso razionale, abbiamo ripetuto i calcoli 
dell’espressione di PRDI-BF1 e della sua isoforma anche al 2° od al 3° tp (cioè al termine 
del trattamento d’induzione) ottenendo valori rispettivamente pari a 4,61 (range 2,67-
8,12) e 7,82 volte (range 3,8-14,57) maggiori rispetto ai controlli sani, confermando il 
trend in netta diminuzione nell’espressione dei due trascritti, al diminuire della quantità 
di malattia. 
Il grafico seguente schematizza tali risultati ed è evidente il trend in diminuzione 
dell’espressione dei due trascritti. Da notare, inoltre, l’espressione di entrambi i trascritti 
nei pazienti affetti da Mieloma Multiplo rispetto all’espressione nei controlli sani. 
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FAM, in azzurro nel grafico, corrisponde all’espressione di PRDI-BF1 nei 4 pazienti del Gruppo Responders, mentre 
SYBR, in blu, corrisponde all’espressione dell’isoforma β nei medesimi pazienti. 
 
14.6.2. Gruppo Non Responders/Progressive Disease 
I pazienti del Gruppo Progressione al 2° od al 3° tp (prelievo al 3° tp disponibile per un 
solo paziente) esprimevano un aumento dell’espressione del trascritto totale di 1,72 
volte maggiore rispetto al 1° tp, cioè pari al 72% del valore basale. Allo stesso modo, per 
quanto riguarda l’espressione dell’isoforma β, i pazienti al 2° od al 3° tp esprimevano un 
valore medio 2,28 volte maggiore del valore basale al 1° tp, cioè un netto aumento del 
128% dell’espressione del trascritto al 2° od al 3° tp. Dunque, nell’espressione dei due 
trascritti si rende evidente un trend in netto incremento del 72% per PRDI-BF1 e del 
128% per l’isoforma β, all’aumentare della quantità di malattia. 
Tali pazienti, rispetto ai valori dei controlli sani, esprimevano un valore di PRDI-BF1 
mediamente 5,97 volte (range 3,95-8,9) maggiore al 1° tp, ed un valore medio 
dell’isoforma β 6,55 volte (range 2,29-9,1) maggiore rispetto ai sani al 1° tp. Invece, i 
valori al 2° od al 3° tp, rispetto ai sani, risultavano ancor più elevati; PRDI-BF1 risultava 
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11,45 volte (range 3,41-21,75) maggiore dei sani, mentre la sua isoforma era ben 13,8 
volte (range 5,88-22,5) maggiore dei sani. Si conferma, così, il trend in netto incremento 
nell’espressione dei due trascritti, all’aumentare della quantità di malattia, ben visibile 
nel grafico seguente. Da notare, anche per questo gruppo, la differenza inequivocabile 
con l’espressione dei trascritti nei controlli sani. 
 
 
FAM, in rosso nel grafico, corrisponde all’espressione di PRDI-BF1 nei 4 pazienti del Gruppo Non Responders/PD, 
mentre SYBR, in arancione, corrisponde all’espressione dell’isoforma β nei medesimi pazienti. 
 
14.6.3. Gruppo Stable Disease 
I pazienti del Gruppo Stabile esprimevano, al 2° tp, un aumento medio del trascritto 
totale di 2,83 volte rispetto al 1° tp. Allo stesso modo, per quanto riguarda l’espressione 
dell’isoforma β, i pazienti al 2° tp esprimevano un valore medio 3,21 volte maggiore del 
valore basale al 1° tp. 
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Comparando i valori dell’espressione dei trascritti dei pazienti, rispetto ai valori 
d’espressione dei trascritti nei controlli sani, si otteneva che, in media, al 1° tp PRDI-BF1 
era espresso 1,77 volte (range 0,4-3,29) in più e che la sua isoforma era espressa 2,92 
volte (range 0,7-5,03) in più. Con un razionale analogo è stato svolto anche il calcolo 
dell’espressione dei due trascritti rispetto ai controlli sani al 2° tp, ottenendo un 
aumento di 3,52 volte (range 2,48-6,54) nell’espressione di PRDI-BF1 ed un aumento 
pari a 6,32 volte (range 4,1-13,28) nell’espressione dell’isoforma β di PRDI-BF1.  
Il grafico seguente riassume la relativa stabilità dei trascritti ai 2 tp. Si noti un possibile 
cut-off di 5.00 NFE (Normalized Fold Expression). Queste argomentazioni verranno 
discusse più approfonditamente nelle conclusioni.  
 
 
FAM, in verde chiaro nel grafico, corrisponde all’espressione di PRDI-BF1 nei 6 pazienti affetti da Mieloma Multiplo 
appartenenti al Gruppo Stabile, mentre SYBR, in verde scuro, corrisponde all’espressione dell’isoforma β nei 
medesimi pazienti. I due pazienti affetti da MGUS sono discussi nel grafico successivo a parte. 
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14.7. Descrizione dettagliata di due casi clinici  
In alcuni pazienti, avendo a disposizione 3 prelievi, abbiamo analizzato l’espressione dei 
due trascritti sui 3 prelievi.  
14.7.1. Paziente “A” 
Il paziente “A”, maschio di etnia caucasica, ha avuto diagnosi di Mieloma Multiplo tipo 
Non Secernente stadio DSS III A e ISS 2, all’età di 44 anni. L’unico criterio CRAB presente 
alla diagnosi era l’anemizzazione; non presentava anomalie cariotipiche. Il 1° tp, di cui 
abbiamo analizzato il prelievo, corrisponde proprio al momento della diagnosi, in cui il 
paziente aveva un’infiltrazione midollare pari all’85%. Alla luce di ciò, il paziente veniva 
trattato con protocollo chemioterapico d’induzione secondo schema VTD e sottoposto 
a procedura stamino-aferetica, previa infusione di chemioterapia mobilizzante ad alte 
dosi (Ciclofosfamide 3 g/m2).  Alla prima valutazione midollare di controllo (2° tp), 
eseguita al termine del ciclo d’induzione, il paziente aveva ottenuto una PR, con 
persistenza di un’infiltrazione midollare pari al 30%. Pertanto, il paziente veniva 
sottoposto a protocollo di consolidamento mediante procedura auto-trapiantologica di 
cellule staminali autologhe (ASCT), previa somministrazione di regime di 
condizionamento mielo-ablativo secondo schema MEL200 one day (Melphalan 2 
mg/m2). Alla seconda valutazione midollare di controllo (3° tp), eseguita circa 1 mese 
dopo l’ASCT, il paziente presentava una CR con un quadro midollare in cui la quota di 
plasmacellule maligna era non misurabile alla BOM e misurabile soltanto mediante 
tecnica cito-fluorimetrica, condizione definitiva come Malattia Minima Residua (MRD) 
come abbiamo già spiegato nell’introduzione. Il grafico seguente rappresenta i 3 tp 
appena descritti del paziente “A”: 
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14.7.2. Paziente “B”: 
Il paziente “B”, maschio di etnia caucasica, ha avuto diagnosi di Mieloma Multiplo tipo 
IgG K stadio DSS III A e ISS 2, all’età di 62 anni. L’unico criterio CRAB presente alla 
diagnosi era l’interessamento scheletrico; non presentava anomalie cariotipiche. Il 
paziente era affetto da malattia pluri-recidivata, già trattata con 6 linee di terapia. Il 1° 
tp, di cui abbiamo analizzato il prelievo, corrisponde proprio al termine della re-
induzione secondo schema VTD per recidiva di malattia. Al prelievo del 1° tp, il paziente 
aveva un’infiltrazione midollare < 10%. Il paziente veniva, pertanto, avviato a protocollo 
di consolidamento mediante procedura auto-trapiantologica di cellule staminali 
autologhe (ASCT), previa somministrazione di regime di condizionamento mielo-ablativo 
secondo schema MEL200 one day (Melphalan 2 mg/m2). Alla seconda valutazione 
midollare di controllo (2° tp) eseguita circa 3 mesi dopo la procedura auto-
trapiantologia, il paziente presentava un’infiltrazione dell’8-10% e, clinicamente, una 
VGPR. Alla terza valutazione di controllo (3° tp), eseguita in corso di follow-up, il paziente 
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presentava una franca ripresa di malattia ed un’infiltrazione midollare massiva, pari 
all’80%. Il grafico seguente rappresenta i 3 tp appena descritti del paziente “B”: 
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15. DISCUSSIONE 
 
Dai nostri risultati è emerso che PRDI-BF1 e, in maniera più marcata, la sua isoforma β 
sono iper-espressi in corso di proliferazione plasmacellulare monoclonale e di 
conseguente malattia attiva, come ad indicare una correlazione con la “quantità” stessa 
di malattia presente. La domanda fondamentale che ci siamo posti riguarda il motivo ed 
il significato biologico di tale iper-espressione. 
La letteratura pubblicata finora su PRDI-BF1 non è in grado di offrirci con certezza una 
risposta. Come abbiamo spiegato in dettaglio nei capitoli dell’introduzione 
sull’ontogenesi delle plasmacellule e sul ruolo di PRDI-BF1, l’espressione fisiologica di 
PRDI-BF1 è un requisito fondamentale affinché le cellule B possano evolvere a 
plasmacellule84,152, possano acquisire la funzione di secernere anticorpi (stimolando il 
fattore trascrizionale XBP-1)92 e possano mantenersi vitali nel midollo osseo come 
plasmacellule long-lived87. Quindi è certo che PRDI-BF1 svolga un ruolo “manageriale” 
nei confronti delle popolazioni destinate a diventare plasmacellule e nelle popolazioni 
già plasmacellulari, decidendo ed organizzando le varie tappe del ciclo cellulare e quindi 
il destino di tali cellule86. Queste dimostrazioni ci farebbero propendere per la prima 
ipotesi. 
D’altro canto, altre evidenze scientifiche, hanno valutato cosa accade nel momento in 
cui PRDI-BF1, per motivi diversi, viene iper-espresso od inibito, in vitro ed in vivo, e non 
sia dunque più propriamente in grado di esprimere la sua fisiologica funzione di onco-
soppressore cellulare. Uno studio condotto da Nagy e collaboratori nel 2002, riporta 
un’espressione aumentata di Blimp-1 in pazienti affetti da Mieloma, in accordo con 
quanto viene dimostrato anche dai nostri risultati, ed un’espressione ancor più 
aberrante del trascritto in pazienti affetti da Leucemia Plasmacellulare (PCL), come a 
suggerire che la crescente espressione di Blimp-1 correli con l’aggressività della malattia 
e con la capacità proliferativa delle plasmacellule maligne. Lo stesso studio dimostra 
anche che, in pazienti affetti da Leucemia Linfatica Cronica (CLL) – emopatia maligna 
indolente dei linfociti B la cui maturazione risulta bloccata in una fase di transizione tra 
lo stadio dei B immaturi e quello dei B naive – l’espressione di Blimp-1 non è misurabile; 
85 
 
l’incapacità di tali cellule B di esprimere Blimp-1 potrebbe essere una valida ipotesi per 
spiegare tale blocco maturativo113. 
Inoltre, un recente lavoro di Kim et al. pubblicato nel 2015, ha dimostrato la presenza di 
un sito di legame per Blimp-1/PRDM1 all’interno della regione promotoriale di CS1 
(CRACC/CD319/SLAMF7), un membro della famiglia recettoriale di SLAM (Signaling 
Lymphocyte Activation Molecule) che risulta eccessivamente espresso in plasmacellule 
mielomatose, contribuendo all’oncogenesi della malattia. Anche queste evidenze, 
sembrano suggerire che Blimp-1 sia implicato nella progressione della malattia e la 
conoscenza approfondita dei suoi meccanismi d’azione potrebbe spiegare la funzione 
specifica di alcuni nuovi farmaci selettivi come elotuzumab, un anticorpo monoclonale 
che blocca CS1 in fase di sperimentazione clinica143.  
Per quanto riguarda, invece, il knock-down di PRDI-BF1, plasmacellule in cui Blimp-1 è 
stato soppresso, non sono in grado di esprimere XBP-1 e quindi non acquisiscono la 
funzione secernente responsabile della produzione anticorpale92. È stato inoltre 
dimostrato che il bortezomib determina un sostanziale danneggiamento di XBP-1, 
producendo un effetto pro-apoptotico sulle plasmacellule153; infatti, bassi livelli di 
partenza di XBP-1, sia in vitro che in vivo in pazienti affetti da Mieloma Multiplo, 
predicono refrattarietà al bortezomib154. Queste considerazioni potrebbero suggerire 
un’eventuale implicazione anche di PRDI-BF1 in questi meccanismi di risposta e 
resistenza farmacologica della malattia agli inibitori del proteasoma.  
È altresì già noto in letteratura, che altri farmaci in uso da tempo nella pratica clinica per 
il trattamento del Mieloma Multiplo, come la lenalidomide, causino l’ubiquitinazione e 
la degradazione proteasomiale di Blimp-1, e contestualmente la riduzione del suo co-
repressore, il fattore trascrizionale Aiolos della famiglia delle proteine Ikaros. Questo 
meccanismo, che porta alla morte delle plasmacellule mielomatose, determina 
indirettamente la de-repressione di CULLIN 4A (CUL4A), target diretto dello stesso 
Blimp-1; viceversa, la re-induzione di Blimp-1 o il knock-down di CUL4A proteggono le 
stesse linee cellulari dalla morte indotta dalla somministrazione del farmaco135. Anche 
in questo caso, è evidente il ruolo preponderante di Blimp-1. 
Inoltre, un lavoro recentemente condotto da Morelli et al., ha dimostrato un’evidente 
attività anti-tumorale in pazienti affetti da Mieloma Multiplo, per mezzo di microRNA-
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125b-5p che inibiscono l’espressione di IRF4, fattore trascrizionale specifico dei linfociti, 
e di conseguenza l’espressione di Blimp-1, suo effettore a valle nel pathway 
molecolare155.  
Come già preannunciato nel capitolo dell’immuno-fenotipo delle plasmacellule, 
Stessman e collaboratori hanno recentemente dimostrato che la perdita 
dell’espressione del CD93, associata alla perdita dell’espressione di Blimp-1, sembra 
predire un pessimo outcome nei pazienti affetti da Mieloma Multiplo; viceversa, 
l’espressione di questi due fattori, insieme anche all’espressione del CD69 predice una 
maggior sopravvivenza76,77. Non a caso, le cellule sensibili al bortezomib risultano essere 
tutte CD93 e CD69 doppie positive, mentre le quelle resistenti al bortezomib sono tutte 
CD93 e CD69 doppie negative77. Questo sembra proprio mettere in luce anche un 
aspetto prognostico di notevole importanza di Blimp-1. Nello stesso lavoro, il gruppo 
statunitense dimostrava in vitro che, trattando linee cellulari resistenti al bortezomib 
mediante somministrazione di lipopolisaccaride batterico (LPS), noto induttore della 
maturazione plasmacellulare, aumentava l’espressione di IRF4, Blimp-1, XBP-1 e così 
pure di CD93 e CD69 nelle cellule resistenti al farmaco e tali cellule andavano incontro 
ad una sensibilizzazione all’inibitore del proteasoma77.  
Sempre in merito all’inibizione di PRDI-BF1, altre evidenze dimostrano che il knock-down 
di Blimp-1 in vitro, per mezzo di vettori virali contenenti corte sequenze di RNA “a 
forcina”, induce l’apoptosi delle plasmacellule mielomatose156. 
Un’alterazione di PRDI-BF1, oltre che nel Mieloma Multiplo, è stata ritrovata in molte 
altre malattie linfoproliferative maligne, dal Linfoma Extra-nodale a cellule T/NK Nasal-
Type, in cui è stata riscontrata una delezione genica del locus 6q21109, al Linfoma 
Primitivo del Sistema Nervoso Centrale, al Linfoma Anaplastico a Grandi Cellule T ed al 
Linfoma a Cellule NK, in cui è stata riscontrata una mutazione inattivante 
PRDM1108,110,111.  
In sintesi, l’ulteriore dimostrazione fornita dal nostro studio ribadisce, anche se con 
necessità di conferma su casistiche numericamente maggiori, l’importante ruolo 
biologico di PRDI-BF1 e della sua isoforma β nella patogenesi del Mieloma. Altresì, 
suggerisce diverse possibili applicazioni di PRDI-BF1, come marcatore di risposta e di 
conseguenza come parametro di follow-up e di prognosi della malattia stessa. 
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16. CONCLUSIONI 
 
Al meglio delle nostre conoscenze della letteratura, il nostro studio è stato il primo a 
valutare la differente espressione delle due isoforme, α e β, di PRDI-BF1 durante 
l’evoluzione clinica ed il trattamento del Mieloma Multiplo. Non vi sono ad oggi altri 
lavori in cui entrambe le isoforme siano state dosate, seppur con una metodica semi-
quantitativa, e comparate. 
Dai risultati che abbiamo ottenuto nel nostro studio, emerge che: 
1) L’espressione media totale di PRDI-BF1 e dell’isoforma β in tutti i pazienti affetti 
da Mieloma Multiplo, comparata all’espressione media totale nella popolazione 
sana di controllo, risulta nettamente aumentata. 
 
2) L’andamento dell’espressione di PRDI-BF1 e dell’isoforma β risulta concorde 
nella stragrande maggioranza dei pazienti. 
 
3) L’espressione media di PRDI-BF1 e dell’isoforma β correla con lo stato di malattia 
in ciascuna delle 64 determinazioni, indipendentemente dai tre gruppi 
considerati. Infatti, comparando le medie dell’espressione di PRDI-BF1 e 
dell’isoforma β di tutti i prelievi eseguiti in VGPR/CR, con quelle di tutti i prelievi 
eseguiti in PR, con quelle di tutti i prelievi eseguiti alla Diagnosi/PD risulta che: 
 i prelievi in risposta molto buona di malattia esprimono rispettivamente 
valori di PRDI-BF1 e isoforma β aumentati rispetto ai sani ma “solo” di 
3,495 e 5,99 volte; 
 i prelievi in risposta parziale di malattia esprimono rispettivamente valori 
di PRDI-BF1 e isoforma β aumentati rispetto ai sani di 6,02 e 7,49 volte; 
 i prelievi alla diagnosi ed in progressione/non risposta di malattia 
esprimono rispettivamente valori di PRDI-BF1 e isoforma β 
estremamente aumentati rispetto ai sani, cioè di 9,79 e 12,28 volte. 
 
4) L’espressione media di PRDI-BF1 e dell’isoforma β correla con l’infiltrazione 
midollare in ciascuna delle 64 determinazioni, tanto che prelievi con infiltrazione 
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midollare inferiore al 10% mostrano valori più bassi di entrambi i trascritti, se 
comparati ai prelievi con un’infiltrazione midollare fino al 59% che mostrano un 
valore intermedio di entrambi i trascritti, mentre i prelievi con un’infiltrazione 
midollare ≥60% esprimono molto elevati livelli dei trascritti. 
 
5) L’espressione media di PRDI-BF1 e dell’isoforma β ai due (o tre) tp nei tre gruppi 
descritti, riflette lo stato di malattia. Infatti: 
 Nei pazienti del Gruppo Responders, l’espressione di PRDI-BF1 al 
momento della malattia conclamata risulta nettamente aumentata 
rispetto ai controlli sani e diminuisce dopo somministrazione e risposta, 
almeno parziale, alla terapia. Allo stesso modo si comporta l’isoforma β, 
che diminuisce in modo ancor più spiccato del trascritto completo. 
Questo dimostra un trend in netta diminuzione nell’espressione dei due 
trascritti, al diminuire della quantità di malattia. 
 Nei pazienti del Gruppo Non Responders/Progressive Disease, invece, è 
aumentata l’espressione di PRDI-BF1 al 1° tp ed aumenta in modo ancor 
più evidente al momento della franca ripresa di malattia (o della 
refrattarietà della neoplasia alla prima linea di trattamento). 
L’espressione dell’isoforma β incrementa ancora di più del trascritto 
completo. Questo dimostra un trend in netto incremento 
nell’espressione dei due trascritti, all’aumentare della quantità di 
malattia. 
 Nei pazienti del Gruppo Stable Disease, l’espressione di PRDI-BF1 e 
dell’isoforma β dal 1° tp al 2° tp aumenta, seppur in modo assai 
contenuto, in condizioni di apparente stabilità clinica di malattia. Questo, 
però, non smentisce quanto dimostrato finora. Infatti, comparando 
questi valori rispetto ai valori d’espressione dei controlli sani, i due 
trascritti risultano aumentati ma non di un numero di volte paragonabile 
all’aumento dell’espressione dei trascritti rispetto ai controlli sani negli 
altri due gruppi, e risultano in accordo, dunque, allo stato di relativa 
stabilità di malattia e di risposta clinica molto buona o completa al 
trattamento. La relativa stabilità dei trascritti ai 2 tp è ben visibile 
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graficamente. A tal proposito, come già anticipato in precedenza, si 
osserva un possibile cut-off pari a 5,00 volte (NFE, Normalized Fold 
Expression) di aumento dei trascritti rispetto ai valori dei trascritti nei 
controlli sani. Un aumento dei trascritti superiore a 5 volte rispetto ai 
valori dei sani potrebbe corrispondere ad una maggior probabilità di 
sviluppare una recidiva precoce di malattia. È comunque un’ipotesi che 
deve essere validata su una casistica più ampia di pazienti e sicuramente 
misurando i trascritti con una metodica di quantificazione assoluta. 
 
Questi risultati confermano quanto finora noto in letteratura e suggeriscono che i due 
trascritti correlano con lo stato di malattia, con la differente risposta al trattamento e 
con la quantità di malattia (tumour burden).  
Alla luce di queste considerazioni, è necessario indagare PRDI-BF1 più 
approfonditamente, ampliando la casistica dei pazienti affetti da Mieloma Multiplo in 
cui dosare in vivo l’espressione dei due trascritti nei diversi stati di malattia. È 
attualmente in corso presso il nostro centro un ulteriore studio prospettico che prevede 
l’isolamento delle plasmacellule midollari, mediante tecniche di sorting immuno-
magnetico, in pazienti affetti da Mieloma Multiplo. Tale metodica consentirà di separare 
le plasmacellule clonali dai linfo-monociti presenti nel sangue midollare, in modo tale da 
poter successivamente indagare l’espressione quantitativa di PRDI-BF1 e dell’isoforma 
β esclusivamente su di esse.  
Altrettanto importante potrebbe rivelarsi la quantizzazione assoluta dell’espressione di 
PRDI-BF1 e della sua isoforma β mediante metodiche di biologia molecolare come la 
Digital-PCR sulle stesse plasmacellule isolate. Inoltre, potrebbe essere interessante 
anche il dosaggio di PRDI-BF1 su sangue periferico. 
Grazie al sorting delle plasmacellule, sarà altresì possibile testare in vitro, su colture 
cellulari esposte a somministrazioni di chemioterapici impiegati nel trattamento del 
Mieloma Multiplo, l’espressione di PRDI-BF1 e della sua isoforma tronca.  
Infine, per poter meglio comprendere gli eventuali tipi di mutazioni che determinano 
l’iper-espressione di PRDI-BF1 e dell’isoforma β sarebbe utile eseguire, nei pazienti 
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affetti da Mieloma Multiplo, il sequenziamento genico di PRDM1, con l’applicazione 
anche delle emergenti metodiche di Next Generation Sequencing. 
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